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Praopésito y Método de Estudio: La Peroxisomicina A1 es un compuesto
que ha mastrado tener un potencial efecto antineopldsico y que,
actualmente estd siendo utilizada en ensayos clinicos. En este trabajo,
se evalud la interaccién de la Peroxisomicina A1 con las entimas
microsomales hepdticas, responsables del metabolismo de la mayoria de
los compuestos, En forma semejante a algunos agentes antineoplédsicos,
como (a Adriamicina y la Bleomicina, |a Peroxisomicina Al
interacciona con las enzimas microsomales hepdticas y produce
radicales libres. Par otra parte, la Peroxisomicina A1 es una
antracenona dimérica, por lo que puede autooxidarse y generar
radicales libres, por io tanto, también se evalud la autooxidacién y la
inhibicién de la generacidén de los radicales libres con la Superéxido
dismutasa y la Catalasa. Se utilizaron los microsomas hepédticos de dos
capecies: Macaca mulata y rata Wistar, con el fin de evaluar laa
diferencias interespecie.

Contribuciones y Conclusiones: En base a los resultados cbtenidos se
concluye que la Peroxisomicina A1 interacciona con las enzimas
microsomales hepdticas. La Peroxisomicina A1 se autooxida y a
consecuencia de este proceso, genera radicales libres. La generacién de
radicales libres fue inhibida con la Superéxido dismutasa y la Catalasa.
Adicionalmente, se concluye que existen diferencias interespecie en la
interaccidn de la Peroxisamicina A1 con el sistema enzimdtico
microsomal hepdtico.

FIRMA DEL ASESOR

&/

[

Dr. med. Alfredo Pifleyro Lépez




AGRADECIMIENTOS

A Dlos, por permitirme estar aquf, en el sitio y el maomento adecuado,
para poder realizar unu de mig mayorcs deseos. Gracias por estar sicmpre
conmi go.

A mis padres, por su amor y apoyo incondicional. Gracias por poner [os
cimientos para hacer de m( la persooa que ahora soy. A ti pap$, te
quiero y siempre te recordaré, A ti mamdé, te quiero y estoy orgul losa de
que s¢as mi madre.

A mis hermanos, cufindos y sobrinos, gracias por su carifio, apoyo y
comprensién. Gracias por haberme dado la oportunidad de ser tfa. Los
quiero mucho a todos, sobretodo a los enanos,

Al Dr. Allrede Pidieyro Lépez, por el inomenso apuye y carifio gue
me ha dado, por todas sus envefianzas, por ser ¢l mejor de los jefes y
asesores, por su paciencia, por creer en mi, por darme la oportunidad de
formar parte de su cquipo & trzbzjo, en fin, gracias por (udus y cada uuna
de las cosas que he recibido de Ud, Para m( es un honor el conocerlo.

Al Dr, Oscar Torres Alaafs y 4 la Dra. Lourdes Garza Ocafias,
por su apoyo, por todos sus valiosos comsejos, por ¢l tiempo que me
dieron, pur estar siempre dispuestos a escucharme y orientarme. Gracias
por su valiosa amistad.

A la Dra. Noemt Waksman y a la Dra. Mivthala Moreno par su
amistad, comentarios y consejos. Gracias de todo corazdén.

A Vero, Rolande, Rosalba, Ricardo y Magaly por su amistad
incondicional, por estar siempre conmigyu, por supurtar mis malos ratos
y mi bumor sarcdstico., Oraciay amigos, los yuiere mucho y siempre
estaré 2 su ladv,

A i Vero, te agradezco especialmente el eslur conmigu y ayudarme
siempre que lo he necesitado. A veces la palabrx amiga ao alcsgza a
describar 4 personas como Wi, Graciay de verdad por ser mi amiya.

A Erfka y Everardo, por estar siempre conmigo, por ser mis amigus,
por acompallarme y aconsejarme siempre. Los quiero mucho chulitos.

Gracias a Marths y a Marco, por su amivlad, ayuda y consejo durante
la escrilura de la tesis. Gracias a Magda, por prestarme siempre y de
muy buena gana su impresora y por su amistad y apayo, sobretodo
durante mis estaocias en su laboraiorio.

A lodus mix» eompuieres del ducturady, puique a su Jado aprendl y sigo
aprendiendo, por todos los momentos gue hemos pusadoe juntos,

A todas las persomas que me ayudaron, me dieron su apoyo y amistad,
gracias por todo.,



INDICE

Capftulo Pégina
I INTRODUCCION 1
2 MATERIAL Y METODOS 20
2.1 Material 20
2.1.1 Equipo 20
2.1.2 Reactivos 21
2.1.3 Material biolSgico 22
2.1.3.1 Microsomas de rata 22
2.1.3.2 Microsomas ds macaco 22
2.2 Mérodos 22
2.2.1 Obtencién de microsomas de macaco 23
2.2.2 Obtencién de microsomas de rata 23
2.2.3 Determinacidn de protefnas 24
2.2.3.1 Solucidn estdndar de albdémina 24
2.2.3.2 Resctive de Lawry 24
2.2.3.3 Reactivo de Falfn 24
2.2.3.4 Curva de calibracién 24
2.2.3 .5 Dilucién 25

2.2.3.6 Cdlculos 25



2.2.4 Preparacién de la Peroxisomicina A1
2.2.4.1 Preparacidn de la solucidn patrén
2.2.5 Determinacién de la actividad
Citocromo P-450
2.2.5.1 Preparacién de la muestra
2.2.5.2 Célculos

2.2.6 Determinacién de la actividad

Citocromo bs
2.2.6.1 Preparaci6n de la muestra
2.2.6.2 Célculos

del

del

2.2.7 Determinacién de las Hemoproteinas

totales

2.2.7.1 Preparacida de ls muestrs
2.2.7.2 Calculos

2.2.8 Determinacién de la actividad de

NADPH Citocromo P-450 reductasa
2.2.8.1 Preparacién de le muestra

2.2.8.2 Célculos

la

2.2.9 Determinacién de la autooxidaciéo y de la

geueracidén de radicales libres

2.2.9.1 Determinacién de 1a sutooxidacidn y

generacidon de radicales libres por el

Pirogalol

2.2.9.2 Inhibicién de la generaciém

de

radicales libres por el Pirogalol can

SOD y Catal asa

26
26

26
27
27

28

28
29

29

29

30

30

30

31

31

32

32



2.2.9.3 Determinacién de la gencracién de
radicales 1ibres por la Peroxisomicina
Al

2.2.9.4 Inhibicién de la generacién de
radicales libres por la Peroxisomicina

Al ¢con SOD y Castalasa

2.2.10 Preparacién de los microsomas incubados

2.2.11 Anélisis cstad{stico

1 RESULTADOS

2 Determinacién de la actividad del Citacromo

P-450

34

3.1.2

Actividad del Citocromo P-450 en

microsomas de Macaca mulata no

incubadous e incubados

3.1.1.1 Actividad del Citocromo P-450 ¢n
microsomas de Macaca muflare 10
incubados

3.1.1.2 Actividad del Citocromo P-450 ecn
microsomas de Macaca mulata
incubados

Actividad del Citocromo P-450 en

microsomas de rata Wistar no incubados e

incubados

3.1.2.1 Actividad del Citocroma P-450 en
microsomas de rata Wistar 19

incubados

32

33
33
34

35

35

35

36

37

38

38



3.1.2.2 Actividad del Citocromo P-450 en

microsomas de rata Wistar incubados

3.2 Determinacion de la actividad de la Citocromo bs
reductasa
3.2.1 Actividad de la Citocromo b5 reductasa en

microsomas de Macaca rmulata no

incubados e incubados
3.2.1.1 Actividad de la Citocromo b5 reductasa
en microsomas de Macaca mulata no
incubados
3.2.1.2 Actividad de la Citocromo bs reductasa
en microsomas de Macaca mulata
incubados
3.2.2 Actividad de la Citocromo bs reductasa en

microsomas de rata Wistar no incubados e

incubados

3.2.2.1 Actividad de 1a Citocromo b5 reductasa
en microsomas de rata Wistar no
incubados

3.2.2.2 Actividad de la Citocromo bs reductasa

en microsomas de rata Wistar incub ados

3.3 Determinacién de Hemoproteinas totales
3.3.1 Determinacién de la concentracién de las

Hemoproteinas totales en microsomas de

Macaca mulata no incubados e incubados

39

40

41

41

42

43

43

45

46

46



3.3.1.1 Determinacién de la concentracién de
las Hemoproteinas totales en
microsomas de Macaca mulata no
incub ados
3.3.1.2 Determinacién de la concentraci6n de
las Hemoprotefnas total es en
micro somas de Macaca mulata
incubados
3.3.2 Determinacién de la concentracién de las

Hemoproteinas totales en microsomas de

rata Wistar no incubados e incubados
3.3.2.]1 Determinacién de la concentracién de
las Hemoprotefnas totales en
microsomas de rata Wistar no

incub ados

3.3.2.2 Determinacién de 1a concentracién de
las Hemoproteinas totales en
microsomas de rata Wistar

incub ados

3.4 Determinacién de la actividad de la NADPH
Citocromo P-450 reductasa
3.4.1 Actividad de la Citocromo P-450 reductasa

en microsomas de Macaca mulata no

incubados e incubados
3.4.1.1 Actividad de la Citocromo P-450
reductasa en microsomas de Macaca

mulata no incubados

46

43

49

49

50

51

52

52



3.4.1.2 Actividad de la Citocroma P-450

reductasa en microsomas de Macaca

mulata incubados

3.4.2 Actividad de 1a Citocromo P-450 reductasa

en microsomas de rata Wistar no incubados

e incubados

3.4.2.1 Actividad de la Citocromo P-450
reductasa eu microsomas de rate
Wistar no incubados

3.4.2.2 Actividad de la Citacromo P-450
reductasa en microsomas de rata

Wistar incub ados

3.5 Proceso de autooxidacién y generacién de

radicales libres

8,1

3.5.2

3.5.3

Generacién de radicales libres por la
Peroxisomicina A1 y el Pirogalel en
ausencia de siste mas enzim iticos
Generacién de radicales libres por la
Peroxisomicina A1 y el Pirogalol en
presencia de microsomas de Macaca
mulata

Generacién de radicales libres por la
Peroxisomicina A1 y el Pirogalal en

presencia de microsomas de rata Wistar

3.6 Proceso de inbibicién de la autgoxidacién y

generacién de radicales libres de la

Peroxisomicina A1 por la Superéxido dismutasa

S3

54

54

56

37

37

58

359

60



3.6.1 Efecto

inhibitorio de la SOD sobre la

generacién de radicales libres por la

Peroxisomicina A1 en ausencia de sistemas

enzimAticos

3.6.1.1

3.6.1.2

3.6.1.3

3.6.1.4

3.6.1.5

Efecto inhibitorio de¢ la SOD sobre la
generacién de radicales libres del
Pirogalol en ausencia de sistemas
enzim iticos

Efecto inhibitorio de la SOD sobre la
generacién de radicales libres por la
Peroxisomicina Al (5 pg/mL) en
ausencia de sistemas enzim 4ticos
Efecto inhibitorio de 1a SOD sobre la
generacién de radicales libres por la
Peroxisomicina A1 (10 pg/mL) en
ausencia de sistemas enzim4ticos
Efecto inhibitorio de la SOD sobre la
generacién de radicales libres por la
Peroxisomicina Al (25 pg/mL) en
ausencia de sistemas enzim dticos
Efecto inhibitorio de la SOD sobre la
generaci6én de radicales libres por la
Peroxisomicina Ajl (50 pg/mL) en

ausencia de sistemas enzim dticos

61

61

62

63

64

65



3.6.2 Efecto

inhibitorio de la SOD sobre 1la

generacién de radicales libres producidos

por la Peroxisomicina Al en presencia de

microsomas de Macaca mulata

3.6.2.1

3.6.2.2

3.6.2.3

3.6.2.4

Efecto inhibitorio de 1a SOD scbre la
generacién de radicales libres del
Pirogalol (706 pg/mL) en presencia
de microsomas de Macaca mulata
Efecto inhibitorio de la SOD sobre la
generacién de radicales libres
producidos por la Peroxisomicina A)
(5 pg/mL) en presencia de
microsomas de Macaca mulata

Efecto inhibitorio de la SOD sobre la
generacién de radicales libres
producidos por la Peroxisomicina Al
(10 pg/ml) en presencia  de
microsomas de Macaca mulata

Efecto inhibitorio de la SOD sobre 1la
generacién de radicales libres
producidos por la Peroxisomicina A1
(25 pg/mL) en presencia de

microsomas de Macaca mulata

66

67

68

69

70



3.6.2.5

3.6.3 Efecto

Efecto inhibitorio de la SOD sobre 1la
generacién de radicales libres
producidos por la Peroxisomicina Al
(50 pg/mL) en presencia de

microsomas de Macaca mulata

inhibitorio de la SOD en 1la

generacién de radicales libres producidos

por la Peroxisomicina A1 en presencia de

microsomas de rata Wistar

3.6.3.1

306,342

3.6.3.3

Efecto inhibitorio de la SOD en la
generacidn de radicales libres
producidos por el Pirogalol (706
jg/mL) en presencia de microsomas
de rata Wistar

Efecto inhibitorio de la SOD en la
generacién de radicales libres
producidos por la Peroxisomicina Al
(5 peg/mL) en presencia de
microsomas de rata Wistar

Efecto inhibitorio de la SOD en la
generacidn de radicales libres
producidos por la Peroxisomicina Al
(10 pg/mL) en presencia de

microsomas de rata Wistar

71

72

12

73

74



3.6.3.4 Efecto inhibitorio de la SOD en la
generacidn de radicales libres
producidos por la Peroxisomicina Al
(25§ pg/mlL) en presencia  de
microsomas de rata Wistar

3,6.3.5 Efecto ishibityrio de la SOD ea la
genceracidn de radicales libres
producidos por la Peroxisomicina Al
(50 jpg/mL) en presencia  de

microsomas de rata Wistar

3.7 Proceso de inhibicién de la autooxidacién y
generacién de  radicales libres de la
Peroxisomicina Ai por la Catalasa
3.7.1 Efecto inbibitorio de la Catalasa sobre la

generacién de radicales libres por la

Peroxisomicina Al en ausencia de sistemas

enzim4ticos

3.7.1,1 Efecto inhibitorio de la Catal asa sobre
la generacién de los radicales libres
del Pirogalol en ausencia de sistemas
enzim iticos

3.7.1.2 Efecto inhibitorio de la Catal asa sobre
la generacién de radicales libres por la
Peroxisomicine At (5 pg/mL) en

ausencia de sistemas enzim fticos

76

7

78

78

78

80



3.7.1.3 Efecto inhibitorio de la Catalasa sobre
la generacién de radicales libres por la
Peroxisomicina A1 (10 pg/mL) en
ausencia de sistemas enzim 4ticos

3.7.1.4 Efecto inhibitorio de la Catalasa sobre
la generacién de radicales libres por la
Peroxisomicina A1l (25 pg/mL) en
ausencia de sistemas enzimdticos

3.7.1.5 Efecto inhibitorio de la Catalasa sobre
la generacidén de radicales libres por la
Peroxisomicina A1l (50 pg/mL) en

ausencia de sistemas enzim 4dticos

3.7.2 Efecto inhibitorio de la Catalasa en la

generacién de radicales libres producidos
por la Peroxisomicina A1l en presencia de

microsomas de Macaca mulata

3.7.2.1 Efecto inhibitorio de la Catalasa en la
generacién de radicales libres
producidos por el Pirogalol (706
pg/mL), en presencia de microsomas
de Macaca mulata

3.7.2.2 Efecto inhibitorio de la Catalasa en la
generacin de radicales libres
producidos por la Peroxisomicina Al
(s pg/mL), en preseacia de

microsomas de Macaca mulata

81

82

83

84

84

85



3.7.2.3 Efecto inhibitorio de la Catalase en la
generacidn de  radicales libres
producidos por la Peroxisomicina Al
(10 ug/mL), em presencia de
microsomas de Macaca mulata

3.7.2.4 Efecto inhibitorio de la Catal asa ¢n la
generacidn de radicales libres
producidos por la Peroxisomicina Al
(25 jpg/mL), emn presencia de
microsomes de Macaca mulata

3.7.2.5 Efecto inhibitoria de la Catalasa en la
generacidn de radicales libres
producidos por la Peroxisomicina Al
(50 pg/mL), en presencia de

microsomas de Macaca mulara

3.7.3 Efecto inhibitoriv de la Catalasa en la
generacidn de radicales libres producidos
por la Peroxisomicina A1 en presencia de

microsomas de rata Wistar

3.7.3.1 Efecto inhibitorio de la Catalasa en la
generacién de radicales libres
producidos par ¢l Pirogalol (706
pg/mL), en presencia de microsomas

de rata Wistar

86

87

88

89

90



3

4.1 Determinacién de la actividad del Citocromo P-

450

3.7.3.2 Efecto inhibitorio de la Catalasa en la

generacién de radicales libres
producidos por la Peroxisomicina Al
(5 pg/mL), en presencia de

microsomas de rata Wistar

3.7.3.3 Efecto inhibitorio de 1a Catalasa en la

generacién de radicales libres
producidos por la Peroxisomicina A1
(10 pg/mL), en presencia de

microsomas de rata Wistar

3.7.3.4 Efecto inhibitorio de la Catalasa en la

generacién de radicales libres
producidos por la Peroxisomicina Al
(25 pg/mL), en  presencia de

microsomas de rata Wistar

3.7.3.5 Efecto inhibitorio de 1a Catalasa en la

generacién de radicales libres
producidos por la Peroxisomicina Al
(50  pug/mL), en  presencia de

microsomas de rata Wistar

DISCUSION

91

92

93

94

96

98



4.2 Determinacién de la actividad de la Citocromo bs

reductasa

4.3 Determinacién de las Hemoproteinas totales

4.4 Determinacién de la actividad de la NADPH

Citocromo P-450 reductass

4.5 Proceso de autooxidacién y generacidn de

radicales libres

4.6 Proceso de inhibicion de la generacién de

radicales libres con la Superdxido dismutasa

4.7 Proceso de inrhibicién de la generacién de

radicales libres con la Catalasa

4 CONCLUSIONES

¢ BIBLIOGRAFIA

101

104

106

108

111

115

120

122



Figura

10

11

12

INDICE DE FIGURAS

Esquema de las posibles rutas metab6licas seguidas por
un compuesto

Ciclo redox de compuestos quinénicos, con formacién
de radicales libres del oxigeno

Sistema de las monooxigenasas de funcién mixta
Generacién de radicales libres del oxfgeno

Formacién de algunas especies reactivas del oxigeno y
algunas de las posibles alteraciones biolégicas que
pueden causar

Estructura de la toxina T-514 o Peroxisomicina A1
Esquema del método de ultracentrifugacién segnido
para la obtencién de los microsomas

Representacion grafica de la concentracién de
Citocromo P-450 en microsomas de Macaca mulata no
incubados, tratados con diferentes concentraciones de
Peroxisomicina Al

Representacién grafica de la concentracién de
Citocromo P-450 en microsomas de Macaca mulata
incubados, tratados con diferentes concentraciones de
Peroxisomicina A1

Representacién grifica de 1la concentracién de
Citocromo P-450 en microsomas de rata Wistar no
incubados, tratados con diferentes concentraciones de
Peroxisomicina A1

Representacién grifica de la concentracién de
Citocromo P-450 en microsomas de rata Wistar
incubados, tratados con diferentes concentraciones de
Peroxisomicina Al

Representacién grifica de la concentracién de
Citocromo bs en microsomas de Macaca mulata no
incubados, tratados con diferentes concentraciones de
Peroxisomicina A1

11
14

23

36

37

39

40

42



13

14

15

16

17

18

19

20

Representacién gréfica de la concentracién de
Citocromo bs en microsomas de Macaca mulata
incubados, tratados con diferentes concentraciones de
Peroxisomicina A1

Representacién grdfica de la concentracién de
Citocromo bs en microsomas de rata Wistar no
incubados, tratados con diferentes concentraciones de
Peroxisomicina Ai

Representacién griafica de la concentracién de
Citocromo bs en microsomas de rata Wistar incubados,

tratados con diferentes concentraciones de
Peroxisomicina Al

Representacién griafica de la concentracién de
Hemoproteinas totales en microsomas de Macaca
mulata no incubados, tratados con diferentes
concentraciones de Peroxisomicina A1

Representacién = grifica de la concentracién de
Hemoproteinas totales en microsomas de Macaca
mulata  incubados, tratados con  diferentes
concentraciones de Peroxisomicina Ai

Representacién grdfica de la concentracién de
Hemoproteinas totales en microsomas de rata Wistar no
incubados, tratados com diferentes concentraciones de
Peroxisomicina Al

Representacién grifica de la concentracién de
Hemoproteinas totales en microsomas de rata Wistar
incubados, tratados con diferentes concentraciones de
Peroxisomicina A1

Representacién grafica de la actividad de la NADPH
Citocromo P-450 reductasa en microsomas de Macaca
mulata ©no incubados, tratados con diferentes
concentraciones de Peroxisomicina A1

43

44

45

47

48

50

51

53



21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

Representacién grifica de la actividad de la NADPH
Citocromo P-450 reductasa en microsomas de Macaca
mulata imcubados, tratados con diferentes
concentraciones de Peroxisomicina A1

Representacién grifica de la actividad de la NADPH
Citocromo P-450 reductasa en microsomas de rata
Wistar no incubados, tratados con diferentes
concentraciones de Peroxisomicina A1

Representacién grifica de la actividad de la NADPH
Citocromo P-450 reductasa en microsomas de rata
Wistar  incubados, tratados con diferentes
concentraciones de Peroxisomicina At

Representacién grifica de la generacién de radicales
libres por la Peroxisomicina A1 y el Pirogalol en
ausencia de sistemas enziméticos (microsomas)

Representacién gréifica de la generacién de radicales
libres por la Peroxisomicina Ai y el Pirogalol en
presencia de microsomas de Macaca mulata

Representacién gréfica de la generacién de radicales
libres por la Peroxisomicina Al y el Pirogalol en
presencia de microsomas de rata Wistar

Inhibicién de la generacién de radicales libres del
Pirogalol con las diferentes concentraciones de SOD
Inhibicién de los radicales libres generados por Ia
Peroxisomicina A1l (5 Wg/mL) con las diferentes
concentraciones de SOD

Inhibicién de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina A1 (10 pg/mLl) con Jlas diferentes
concentraciones de SOD

Inhibici6én de los radicales libres gemerados por la

Peroxisomicina Al (25 Wg/mL) con las diferentes
concentraciones de SOD

54

55

56

58

39

60

62

63

64

65



31

32

33

34

35

36

37

38

39

Inhibicién de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina A1 (50 ug/mLl) con las diferentes
concentraciones de SOD

Inhibicion de los medicales libres generados por el
Pirogalol (56 pM 6 706 pg/ml) con las diferentes
concentraciones de SOD, en presencia de microsomas
de Macaca mulaia

Inhibicién de los radicales libres geperados por la
Peroxisomicina A1 (3 ug/ml), con las diferentes
concentraciones de SOD, en presencia de microsomas
de Macaca mulata

Inhibicién de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina Al (10 pg/ml), con las diferentes
concentraciones de SOD, en presencia de microsomas
de Macaca mulata

Inhibicién de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina Al (25 pg/mL), con las diferentes
concentraciones de SOD, en presencia de microsamas
de Macaca mulata

Inhibicién de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina A1 (50 pg/rol), con las diferentes
concentraciones de SOD, presencia de microsomas
de Macaca mulata

Inhibicién de los radicales libres generados por el
Pirogalol (5.6 uM & 706 ug/mL), con las diferentes dosis
de SOD, en presencia de microsomas de rata Wistar
Inhibicién de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina Ar (5 pg/ml), con las diferentes
concentraciones de SOD, en presencia de microsomas
de rata Wistar

Inhibicién de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina Al (10 uyg/mL), con las difereates
concentraciones de SOD, en presencia de microsomas
de rata Wistar

66

67

69

70

71

72

13

74

75



40

41

42

43

44

45

46

47

48

Inhibicién de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina A1 (25 pg/mL), con las diferentes
concentraciones de SOD, en presencia de microsomas
de rata Wistar

Inhibicién de los radicales libres generades por la
Peroxisomicina At (30 pg/mul), con las diferentes
concentraciones de SOD, en presencia de microsomas
de rata Wistar

[nhibicién de los radicales libres generados por el
Pirogalol (5.6 pM & 706 Hg/mL), con las diferentes
concentreciones de Catalasa, en ausencia de sistemas
enziméticos

Inhibicién de los radicales libres generados por Ia
Peroxisomicina A! (3 pg/mL), con las diferentes
concentraciones de Catalasa

Inhibicién de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina Al (10 upg/ml), con las diferentes
cancentraciones de Catalasa

Inhibicién de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina A1l {25 pg/ml), con las diferentes
concentraciones de Catalasa

Inhibicién de los radicales libres generados por I
Peroxisomicina Al (50 ug/ml), com las diferentes
concentraciones de Catalasa

Inhibicién de los radicales libres gemerados por el
Pirogalol (5.6 pM § 706 jig/mL) con las diferentes
concentraciones de Catalasa, en presencia de los
microsomas de Macaca mulata

Inhibicién de los radicales libres gemerados por la
Peroxisomicina Al (5 pg/mL), con las diferentes
concengaciones dJde Catalasa, em presencia de  los
microsomas de Macaca mulata

76

77

79

80

81

82

83

85

86



49

50

51

52

53

54

33

56

Inhibicién de los radicales libres gemerados por la
Peroxisomicina A1 (10 pg/mL}, con las diferentes
concentraciones de Catalasa, em presencia de los
microsornas de Macaca mulata

Inhibicién de los radicales libres generados por la
Percxisomicina A1 (25 pg/mL), con las diferentes
concentraciones de Catalasa, en presencia de los
microsomas de Macaca mulata

Inhibicién de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina Al (50 pg/mL), con las diferentes
concentraciones de Catalasa, en presencia de los
microsomas de Macaca mulata

Inhibicién de los radicales libres generados por el
Pirogalol (5.6 WM 6 706 ug/mL), con las diferentes
concentracivnes de Catalasa, en presencia de los
microsomas de rata Wistar

Inhibicién de los radicales libres gemerados por la
Peroxisomicina A1l (5 pg/mL), con las diferentes
concentraciones de Catalasa, en presencia de los
microsomas de rata Wistar

Inhibicién de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina Al (10 pg/mlL), con las diferentes
concentraciones de Catalasa, en presencia de los
ruicrogomas de rata Wistar

Inhibicién de los radicales libres generados por la
Peroxisomicing Ai (25 ug/mL), con las diferentes
concentraciones de Catalasa, en presencia de los
microsomas de rata Wistar

Inhibicién de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina A1 (50 pg/ml), con las diferentes
concentraciones de Catalasa, en presencia de los
microsomas de rata Wistar

87

89

90

91

92

94

95



Tabla

10

11

12

INDICE DE TABLAS

Concentraciones empleadas para la realizacién de las
curvas de protelnas

Cantidad de cada reactivo utilizado en la determinacién
del Citocromo P-450

Cantidad de reactivo que fue utilizada en Ila
determinacién del Citocroma bs

Cantidad de cada reactivo utilizado en la determinacién
de las Hemopeoteinas totales

Cantidad de cada reactivo utilizado para 1la
determinacién de la NADH Citoctomo P-450 reductasa
Cantidad de cada reactivo utilizada para determinar la
generacion de radicales libres

Concentracién del Citoceomo P=-450 en microsomas de
Macaca mulata no incubados, tratados con diferentes
concentraciones de Peroxisomicina Al

Concentracién del Citocromo P-450 en microsvmas de
Macaca mulata incubados, tratados con diferentes
conceatraciones de Peroxisomicina Al

Concentracién del Citocromo P-450 en microsomas de
rata Wistar no incubados, tratados con diferentes
concentraciones de Peroxisomicina Al

Concentracidn del Citocroma P-450 en microsomas de
ratda  Wistar incubados, tratados com  difercntes
conceatraciones de Peroxisomicina At

Concentracién del Citocromo bs en microsomas de
Macaca mulata no incubados, tratados con diferentes
concentraciones de Peroxisomicina A1

Concentracién del Citocromo bs en microsomas de
Macaca mulata incubados, tratados con diferentes
concentraciones de Peroxisomicina A1

Pagina

25
27
28
30
31

33

36

37

38

39

41

42



13

14

15

16

I

18

19

20

21

22

Concentraciéa del Citocromo bs en micrasomas de rata
Wistr po incubados, tratados con diferentes
concentraciones de Peroxisomicina Al

Concentracidn del Citocromo bs en microsomas de rata
Wistar  incubados, tratados con  diferentes
concentraciones de Peroxisomicina Al

Cancentracién de Hemoprotefnas totales en microsomas
de Macaca mulata mo incubados, tratados con
diferentes conceatraciones de Peroxisomicina A1
Concentracién de Hemoprotefnas totales en microsomas
de Macaca mulata incubados, tratados con diferentes
concentraciones de Peroxisomicina Al

Concentracién de Hemoprote(nas totales en microsomas
de rata Wistar ne incubados, tratados con diferentes
cancentraciones de Peroxisomicina Al

Concentracitn de Hemoprotefoas totales en microsomas
de rata Wistar incubados, tratados con diferentes
concentraciones de PeroXisomicina Al

Actividad de la NADPH Citocromo P-450 reductasa en
microsomas de¢ Macaca mulata no incubados tratadas
con diferentes concentraciones de Peroxisomicina Al
Actividad de la NADPH Citocromo P-450 reductasa en
microsomas de Macaca mulata incubados tratados con
diferentes concentraciones de Peroxisomicina A1
Actividad de la NADPH Citocromo P-450 reductasa en
microsomas de rata Wistar no incubados tratados con
diferentes concentraciones de Peraxisomicina Al
Actividad de la NADPH Citocromo P-450 reductasa en
microsomas de rata Wistar incubados tratados com

diferentes concentraciones de Pergxisomicina A1

44

43

47

48

49

30

32

53

55

56



23

24

25

16

27

28

29

30

3l

32

33

Concentracida de radicales libres obtenidos en un
sistema in vitro con la Peroxisomicina A1

Concentracién de radicales libres obtenidos con la
Peroxisomicina Al y el Pirogalol en presencia de
microsomas de Macaca mulaia

Concentracion de radicales libres obtenidos con la
Peroxisomicina A1 en presencia de microsomas de rata
Wistar

Inhibicién de los radicales libres generados por el
Pirogalal (5.6 yM 6 706 pug/ml) en presencia de
diferentes dosis de SOD

Inhibicién de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina Ai (5 pg/ml) em presencia de
diferentes dosis de SOD

Inhibicién de los radicales libres generados por la
Percxisomicina A1 (10 pg/ml) en presencia de
diferentes dosis de SOD

Inhibicién de los radicales libres generados por la
Peroxisomucina Al (25 pg/ml) en preseucia de
diferentes dosis de SOD

Inhibicién de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina A1 (50 pg/ml) en presencia de
diferentes dosis de SOD

Inhibicién de los radicales libres generados por el
Pirogalol (5.6 pM & 706 pg/mL), con diferentes dosis de
SOD, en presencia de microsomas de Macaca mulara
Inhibicién de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina Al (5 pg/mL), con diferentes dosis de
SOD, en presencia de microsomas de Macaca mulata
Inhibicién de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina At (10 pg/mL), con diferentes dosis de

SOD, en presencia de microsomas de Macaca mulata

37

58

59

61

62

63

64

63

67

68

69



34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

Inhibicién de los radicales libres gemerados por la
Peroxisomicina A1 (25 pg/mL), con diferentes dosis de
SOD, en presencia de microsomas de Macaca mulaia
Inhibicién de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina A (50 pg/mL), con diferentes dosis de
SQOD, en presencia de microsomas de Macaca mulaia
Inhibicién de los radicales libres generados por el
Pirogalol {5.6 pM 6 706 pg/mL), con diferentes dosis
de SOD, en presencia de microsamas de rata Wistar
Inhibicién de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina Al (5 pg/mL), con diferentes dosis de
SOD, en presencia de microsomas de rata Wistar
Inhibicién de los radicales libres generados por la
Peroxisoricina A1l (10 pwg/ml), con diferentes dosis de
SOD, en presencia de microsomas de rata Wistar
Inhibicién de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina Al (25 pg/mL), con diferentes dosis de
SOD, en presencia de microsomas de rata Wistar
Inhibicién de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina A1 (S0 pg/mL), con diferentes dosis de
SOD, ¢n presencia d¢ microsomas de rata Wistar
Inhibicién de los radicales libres generados por el
Pirogalol (5.6 pM “706 ug/mL), con diferentes dosis de
Catalasa, en ausencia de sistemas enziméticos

Inhibicién de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina A1 (5 ug/mL), en presencia de
diferentes dosis de Catalasa

Inhibicién de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina A1l (10 pg/ml), en presencia de
diferentes dosis de Catalasa

70

71

73

74

75

76

77

79

80



44

45

46

47

48

49

50

51

Inhibicién de los radicales libres generados por Ia
Peroxisomicina A1 (25 ug/mL), en presencia de
diferentes dosis de Catalasa

Inhibiciéa de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina At (50 ug/ml), em prescacia de
diferentes dosis de Catalasa

Inhibicién de los radicales libres gemerados por el
Pirogalol (5.6 uM 6 706 pg/mlL), con diferentes dosis de
Catalasa en presencia de microsomas de Macaca
mulara

Inhibicién de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina A1 (5 yg/ml), com diferentes
concentraciones de Catalasa, en presencia de
microsomas de Macaca mulata

Inhibicién de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina Al (10 pg/ml), con diferentes
concentraciones de Catalasa, en presencia de
microsomas de Macaca mulata

Inhibicién de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina A1 (25 pg/mlL), con diferentes
concenfraciones de Catalasa, en presencia de
microsomas de Macaca mulata

Inhibicién de los radicales libres generados por la
Peroxiscmicina At (50 pg/ml), com diferentes
concentraciones de Catalasa, en presencia de
microsomas de Macaca rmulata

Inhibicién de los radicales libres generados por el
Pirogalol (5.6 pM é 706 wg/ml), con diferentes dosis

de Catalasa, en presencia de microsomas de rata Wistar

82

813

84

85

86

88

89

90



52

53

j4

33

Inhibicién de los radicales libres gemerados por la
Peroxisomicina Air (5 pg/ml), con diferentes
concentraciones de Catalasa, en presencia de
microsomas de rata Wistar

Inhibicién de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina A1 (10 pg/ml), con difersates
concentraciones de Catalasa, en presencia de
microsomas de rata Wistar

Inhibicién de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina A1 (25 pg/mL), con diferentes
concentraciones de Catalasa, en presencia de
microsomas de rata Wistar

Infubicién de los radicales libres generados por lg
Peroxisomicina A1 (50 pg/mL), con diferentes
concentraciones de Catalasa, en presencia  de

microsomas de rata Wistar

91

92

93

94



LISTA DE ABREVIATURAS

A Absorbauncia

DNA Acido desoxirribonucieico
Hz0 Agua

0z~ Anidén superéxido
cm Centimetro

Oz Dioxigeno

e Electrén

etc Etcélera

< Grados Celcius

g Gramo

kg Kilogramo

ng Microgramo

pl Microlitro

uM Micromolar

mic Microsomas

mg Miligramo

ml Mililitro

mM Milimolar

min Minuto

M Molar

n Ndmero de muestra

nmoles Nanomoles



NADH Nicot{n adenin dinucledtido reducido

NADPH Nicotin adenin dinuclétido fosfarilado reducido
H:20: Perdxido de hidrégeno
PAy Peroxisomicina A

pH Potencial de hidrégeno
prot Proteinas

(p/v) Peso par volumen

OH" Radical hidroxile

r.p.m. Revoluciones por minuto
SOD Superdxido dismutasa

T Toxinga

U Unidades

Uv Ultravioleta

VIS Visible

Vol Volumen



LISTA DE SIMBOLOS

* Mi4s menos
% Porciento
A Diferencia



CAPITULO 1

INTRODUCCION

El ser humano ha buscado, desde sus origenes més remotos, la
forma de evitar las enfermedades, combatirlas y asi, prolongar su
existencia. El descubrimiento de la enorme utilidad de las plantas, no
s6lo como fuente de alimento, vestido y techo, sino también como un
medio para curar las enfermedades, condujo a la biisqueda de la medicina
perfecta, la ‘‘panmacea’’, que no s6lo curara, sino que también
proporcionara la eterna juveatud ¢ impidiera la muerte. El hombre
ocupado en esta lucha, aprendié la ciencia de las plantas y de la

transformacién de la materia, con ¢l fin de encontrar un elixir que le

confiriera vida eterna .

De esta manera, los hombres desarrollaron sus mentes y pasaron
del conocimiento alcatorio al raciomal y al pensamiento deductive. No
lograron obtener un elixir que diecra la vida eterna, pero en ¢l intento
abrieron el camino para el desarrollo de la Botdnica, la Quimica y la

Farmacologfa.



La Farmacologla es una ciencia que estudia todas las facetas de

la interaccidn de las substancias quimicas con los sistemas biold gicos.

Entre estas interacciones se incluye el estudio del mecanismo de
accién, absorcida, distribucién, metabolismo y excrecién. Considera qué
efectos causan las substancias en el organismo y tambiém, como procesa
¢l organismo a estaé substancias. Cuando las substancias llevan a la
curacién o mejoria de las enfermedades, genecralmente se denominan
‘‘fdrmacos’’., Cuando las substaucias producen dados en ¢l organismo se

denominan *“‘téxicos o veacnos'' ¥,

Los seres humanos se encuentran expuestos diariamente a una
gran variedad de compuestos exdgenos, denominados ‘‘xenobibticos®’,
los cuales pueden estar presentes en el medio ambiente, alimeatos,
bebidas, medicamentos, utensilios, etc. Algunes de estos compuestos
pueden ocasionar respuestas biolégicas de naturaleza farmacolégica o
toxicoldgica, cuyas caracteristicas dependerén, con frecuencia, de su

biotransformacién en el organisma .

Los cfectos bioldgicos de los compuestos exdgenos se inician a
través de su interaccién con macromoléculas especificas de los tejidos,
como son proteinas estructurales, enzimas, receptores, écidos nucleicos,
etc. En la mayoria de los casos, estas interacciones proporcionan las
bases moleculares para determinar los efectos farmacolégicos o

toxicaldgicos de los xenabidticos.



Aunque algunos xenobiéticos son excretados sin modificaciones,
la mayor{a presenta cierto grado de alteracién metabdlica en ¢l organismo
y la actividad y duracién de sus efectos dependerd de la velocidad con la

que sean biotransformados &,

En el organismo existen diversos sistemas enzimé&ticos, los
cuales son mnecesarios para la regulacién y funcién de compuestos
endégenos. Algunas de estas e¢nzimas también intervienen en la
biotransformacién de los compuestos exégenos o xenobidticos. En
general, los productos del metabolismo son mé4s hidrosolubles y, por lo

tanto, mds rdpida y fdcilmente excretables a través de 1a orina ¥,

Generalmente, los productos resultantes de la biotransformacidn
de un compuesto son menos aclivos que el compuesto original y, a veces,
incluso son inactivos, & este proceso 3se le conoce como
‘‘bioinactivacién’’. Sin embargo, en ocasiones, los metabolitos pueden
temer una mayor actividad que el compuesto original y a este proceso se

le conoce como *‘bioactivacién’’ ‘Y.

Aunque ¢l metabolismo o biotransformacién de xenobidticos y de
compuestos endégenos, se lleva a cabo en diversos sitios del organismo,
el 6rgano més importante, en cuanto a frecuencia, e¢s ¢l higado, seguido
ea menor proporcida por ¢l aparato digestivo, los pulmones, la piel y los

rifiones.



A nivel celular, la biotransformacidn se realiza principalmente en
el retfculo endopldsmico y una pequefia parte en las mitocondrias, los

lisosomas y en el citoplasma.

Cuando las membranas lipofilicas del reticulo endopldsmico se
aislan, por la homogeneizacién y fragmentaciém de la célula, forman
pequeiias vesiculas denominadas ‘‘microsomas’’. Estos microsomas
conservan la mayor parte de las caracterfsticas morfoldgicas y
funcionales de las membranas del reticulo endopldsmico que les dio
origen; por lo tanto, mientras que los microsomas rugosos llevan a cabo
la sintesis de protefnas, los microsomas lisos son relativamente ricos en
las enzimas que participan en el metabolismo de los xenobidticos y

compuestos enddgenos '*.

Las reacciones de biotransformacidn, especialmente las llevadas

a cabo en el higado, generalmente se agrupan en dos fases ©-%,

En la Fase I, que generalmente involucra al sistema enzimaético
microsomal, se llevan a cabo las reacciones de oxidacién, reduccién e
hidrélisis del compuesto; estas reacciones pueden activarlo, inactivarlo o

no cambiar su actividad.

En la Fase II, que generalmente estd catalizada por enzimas
microsomales, mitocondriales y citos6licas, se efectia la conjugacién con
fcido glucurénico, aminodcidos y glutatién, asf como la acetilacién y
alquilacién. Las reacciones de Fase II casi siempre conducen a la

inactivacién del compuesto, si es que éste no ha sido inactivado desde la



Fase 1. Algunos compuestos ticnen grupos reactivos susceptibles de ser

conjugados y, de esta manera, pueden pasar directamente a la Fase [I.

La Figura 1 resume los posibles procesos de biotransformacién

de las substancias ‘@,

|

Fase | OXIDACION FPase I
COMPUESTO — REDUCCION — = CONJUGADOS
oy HIDROLISIS o™ SINTETICOS
xin cambo

Figura 1. Esquemasa de las pasibles rutas metabélicas seguidas por up
compuesto,

En las reacciones metabélicas de la Fase I, los xenobiéticos
pueden ser bicotransformados tanta por un mecanismo no enzimético,

COmo por un mecanismo enzim4ético o, incluso, por ambos mecanismos.

Un cjemplo de los cotnpuestos que pueden seguir un mecanismo
no enzimético, son aquéllos que tienen estructura polihidroxiaromética,
como las hidroxiquinonas, que se autooxidan a radicales semiquindnicos
Yy, a consecuencia de este proceso de autooxidacién, se ha observado la
formacién de intermediarios reactivos, los cuales son capaces de
trans ferir un electrén al oxigeno molecular, lo que a su vez conduce a la
formacién de metabolitos reactivos del oxigeno. Iones metdlicos, como el

fierro y el cobre, facilitan estos procesos de autooxidacién, mientras que



agentes reductores, como el dcido ascdrbice y la vitamina E, previenen
este proceso o intervienen en la regeneracidn al compuesto original. De

esta manera, se establece un ciclo redox no e¢énzimético (Figura 2) "'V,

FRAGMENTACION FEROXIDACHON

L .\m/ -

Cm( QUINONA
DISMUTASA
SMQWNONA X NADPH + @ ¢

WO+ METABOLISMO mcuucmn

A
ACIDOE NUCLEICOS

Figura 2. Ciclo redox de compuestos quindnicos, com formaci6n de
radicales libres del oxfgeno.

La capacidad de una substancia para autooxidarse y generar

radicales libres del oxigeno correlaciona directamente con ¢l potencial de

éxido-reduccidén de la molécula *.

Ademds de los mecanismos no enziméticos mencionados
anteriormente, cxisten mecanismos de biotransformacién enzimética, los

cuales son predominantes <,

Uno de los sistemas enziméiticos mé4s importantes en la

biotransformacién de xenobidticos es el sistema microsomal hepdtico .



Otras enzimas participantes soan las deshidrogenasas mitocondriales
dependientes de NADH, oxidasas de funcién mixta asociadas a la

membrana nuclear, la xantina oxidasa y diaforasas citoplasméticas.

Estas enzimas, ademds de participar en el metabolismo de
xenobibticos, intervienen en el metabolismo de substancias enddégenas,

tales como dcidos grasos, prostaglandinas, esteroides y vitaminas .

Las enzimas microsomales requieren de oxigeno molecular y de
un agente reductor (NADPH) para realizar su funcién, por lo que también
son designadas como ‘‘monooxigenasas de funmcidén mixta’’. En los
microsomas existen dos sistemas de monooxigenasas ligados al

Citocromo P-450 &7,

El primer sistema comprende a una NADPH reductasa y a
cualquiera de las numerosas especies de Citocromo P-450, La reductasa
es llamada NADPH Citocromo P-450 reductasa cuando transfiere un
electrén al Citocrcmo P-450, el aceptor natural, y es llamada NADPH
Citocromo C  reductasa cuando el Citocromo C es usado,
experimentalmente, como aceptor de electrones. Un considerable nimero
de medicamentos, xenobidticos y compuestos endégenos son substratos

de este sistema 7,

El scgundo sistema ™ consiste en la NADH Citocromo b5
reductasa, Citocromo b5 y Citocromo P-450. Aunque este sistema es
capaz de llevar a cabo la biotransformacién de compuestos sim la

intervencién del primer sistema, probablemente, su papel més importante



en ¢l metabolismo de xenobidticos sea actuar sinérgicamente com la
NADPH Citocromo P-450 reductasa. Anteriormente, sc¢ pensé que la
Citocromo bS5 reductasa era una enzima predominantemente mitocondrial
@) pero, posteriormente, se ha descubierto su coexistencia com la
Citocromo P-450 reductasa en los microsomas, lo que sugicre que ambos
sistemas interactdan durante la oxidacién de algunos substratos. Asl,
durante la oxidacidn de estos substratos, el primer electrédn necesario
para la reaccidn oxidativa puede ser donado por el NADPH, via el
Citocromo P-450, mientras que el segundo electrén puede ser donado por

el NADPH o ¢l NADH, via el Citocromo b3S {(Figura 3) @,

ROS bT—) CTITGCROMO P<458-Fy (TT) x (-]
CITOCROMO P-450-¥s (II-ROH arocRER "“""m
BO
NADPH
crrocmmo P30-Fe (11)-RH
CITOCROMO P<4S50-Fe (I-KH
&-
CITOCROMO r-«uir. (O}-RE
o
o CITOCRAMO P436:Fe OID-RA
&

Figura 3, Sistema de las monooxigenasas de funci 6n mixta.

En general, un substrato al ser biotransformado por ¢l sistema de

monooxigenasas de funcién mixta ¥ sigue la siguiente reaccién:

RH + NADPH + H' + O2 —» RQOH + NADP' + H20



Uno de los resultados de la interaccién de algunos compuestas
con el sistema de monooxigenasas de funcién mixta, al igual que en los
procesos de autocoxidacién, es la formaciém de metabolitos reactivos
#.2.10.11) Estos compuestas tienen un electrén no apareado en su orbital
externo. Los compuestos con mayor probabilidad de metabolizarse a
intermediarios reactives son aquéllos con alta afinidad por electrones.
Las propiedades termoedindmicas hacen que los elsctrones no gpareados

busquen el formar pares, por lo que estos radicales libres son

extremadamente reactivos ¢4,

En funcién del grado de oxigenacién de la célula o tejida, la
especie reducida a radical puede transferir un electrén del radical
intermediario al oxigeno molecular, debidoe a que las propiedades
quimicas de éste hacen que pueda aceptar un electrén. El oxigeno en su
estado basal tiene dos electrones no apareados, con espines electronicos
paralelos, lo que hace cinéticamente poco favorable la reduccidn con dos
electrones y, asf, al aceptar sélo un electrén conduce a la formacién de

radicales reactivos del ox[geno @712,

El ox[geno molecular, al aceptar un electrén gemera al anidn
superdxido (Oz%), el cual puede producir per6xido de hidrégeno (H202) ¥
dioxigeno (0z2). Ademds, el anién superdxido y €] peréxido de hidrégeno
pueden, en reacciones catalizadas por metales, conducir & la formacién de
un oxidante extremadamente potente, el radical hidroxilo (OH'), que
interviene en la peroxidacién de lipidos. Esta reaccidn catalizada por
metales es llamada ciclo de Haber-Weiss ', La peroxidacién de lfpidos

conduce a una reaccién en cadena, donde hay liberacién de mds radicales
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libres, que a su vez oxidan a otras moléculas y as{ sucesivamente, hasta

que se altera la integridad celular @,

Existe también la generacién de otros radicales libres como el

radical perbidroxilo, idn hidroperédxida, i6no per6xido y ¢l i6n hidroxilo

(Figura 4).

. 0 e B0
& —>—> = ——) aa -—}2—) W' —) mo
Oxigen o' Redicd 8 Perdide e Radical Asm
p‘ll&ﬂlﬂ {J Hdlﬂh
N ']l( - B+ 08"
|+ 00 Shdruxio
Aubin mperézido e bisroparéaide s
g% 01
M perdaide

Figura 4. Gencracidn de radicales libres del oxi{gena.

Si la interaccién del xenobibtico con el ciclo redox o el proceso
de autooxidacidn contindan por un periodo sostenido, entonces se
produce un acimulo de radicales libres. Los radicales libres alteran la
funcién celular, algunas alteraciones son: woién covalente a proteinas,
icidos nucleicos y polisaciridos, peroxidacidn de lipidos, fragmentacién

del DNA, inactivacién de enzimas, etc, (Figura §) 2,

Los procesos t6xicos asociados a la generacién de radicales

libres incluyen una gran variedad de eventos como son: mutagénesis,
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carcinogénesis, envejecimiento, fotosensibilidad, problemas inmunes,
hemélisis, mecrosis tisular, alteraciones del metabolismo de

prostaglandinas y leucatrienos, etc. ',

Por otra parte, los radicales libres también pueden tener efecto

antineopldsico, antiparasitario y bactericida.

Figurn 5. Formacifn de
especies reactivas del oxfgeno y
alguo as de las posibles
alteraciones biol6gicas que
pucden causar.
Debido a que, en sistemas biolégicos aerobios, los radicales
libres del oxigeno son producto de algumas reacciones metabdlicas
enddgenas, no es sorprendente que en la célula existan sistemas de

defensa contra la citotoxicidad causada por éstos.
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Una de las primeras lineas de¢ defensa estd integrada por una
serie¢ de enzimas, las Superdxido dismutasas, que catalizan la

dismutacién del anién superéxido >

0 + O + Z2H' —m—» Hz20: + Oz

Hay tres tipos de Superdxido dismutasa, asociadas a distintos
metales, la fierro Superdxido dismutasa, la manganeso Superdxido
dismutasa, las cuales predominan en las células procariotas, y la cobre-
zinc Superéxido dismutasa, que es la enzima caracteristica de las células

eucariotas ¢'»,

Otra enzima, primordial en los mecanismos de defensa conira la
citotoxicidad causada por los radicales libres del oxigeno, es la Catalasa,

que cataliza la siguiente reaccidn @ '9;

H:02 + O ———» H0 + 0Oz

La Catalasa en esta reaccidn impide la formacién del radical

hidroxilo (OH").

Como ya se ha mencionada (Pigina 2), la interaccién de los
xenobidticos con biomoléculas tisulares especificas proporcionan las

bases moleculares que explican el efecto farmacolégico y/o toxicolégico

de un compuesto.
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Algunos de los compuestos que generan radicales libres han
demostrado poseer toxicidad selectiva por ciertos 6rganas, y asi, esta
toxicidad puede ser especffica para un tipo determinado de célula. La
selectividad estd determinada por numerosos factores, tanto de parte del
tejido, como de parte del compuesto, entre los que se¢ incluyen: la
capacidad del xenobidtico de generar radicales libres, la presencia de un
sistema enzimdtico, la relativa actividad bioqufmica de los sistemas

enzimdticos de defensa y la capacidad de la célula para reparar los dafios

)

Las plantas del género Karwinskia pertenecen a la familia de las
Rhamnaceae y estdn constituidas bésicamente por arbustos y frboles
pequefios, se distribuyen en casi todo el territorio mexicano, em el

sudoeste de Estados Unidos y en una parte de Centroamérica ¢,

La ingestién del fruto de las plantas del género Karwinskia
produce manifestaciones clfnicas como polineuropatfa progresiva,
caracterizada por una pardlisis sistémica ascendente, la cual puede
terminar en muerte por paro respiratorio. Este cuadro cl{nico ha sido
comparado con la poliomielitis, el Guillian Barré y otras polineuropatias
periféricas, por lo que a la planta se le conoce vulgarmente como
‘“Tullidora’® ®3.t¢t»  Cuando se ingieren grandes cantidades del fruto se
produce una intoxicacién mortal en las 72 horas inmediatas, sin
manifestacién de dafio neuronal. La incidencia de intoxicaciones en

México con el fruto de las plantas del género Karwinskia es alta W19.20.20
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En 1975, Dreyer y cols., aislaron e identificaron cuatro
substancias de la Karwinskia humboldtiana, con  estructuras
diantracendénices, a las que se les denominé T-496, T-514, T-516 y T-

544, segin sus pesos moleculares #¥, La Figura 6 muestra la estructura

de la T-514 o Peroxisomicina Au.

OH OH 0

Me
OH

OH
: o
e
Me OH

Flgura 6. Estructure de la toxina T-514 o Peroxisomicina Al.
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Posteriormente, Waksman y cols., efectuaron un andlisis
qulmico y toxicoldgico a los extractos de los frutos de 10 especies del
género Karwinskia, donde se demostré que, aunque todas las plantas sc
caracterizan por la presencia de compuestos antracendnicos, existen

diferencias en el contenido de las toxinas 3334

Con el objeto de evaluar los efectos de las toxinas T-496, T-514
y T-544 del género Karwinskia, Bermlidez y cols.’ realizaron estudios
toxicoldgicos en diversas especies animales. Los resultados obtenidos
indicaron que la T-496 causa diarrea cuando es administrada en forma
oral. Con la T-544, se observdé una polineurcpatia periférica y dafio
neurolégico, ademds de daiio hepatorrenal. Con la T-514, se observd un
dafio hepdtico, pulmonar y renal grave, en donde los estudios de
micro scopia electrénica en el higado mostraron necrosis y depdsitos de
grasa citoplasmética que se asocian a cambios degenerativos subcelulares;
las alteraciones histopatolégicas en el pulmén mostraron edema,
hemorragia alveolar y numerosos linfocitos polimorfonucleares, mientras
que en el rifién se observéd una degeneracién turbia. También se
encontraron manifestaciones tdxicas en misculo estriado y misculo

cardiaco con estas tres toxinas ‘2339,

Por otra parte, los efectos selectivos de la T-514 y ¢l hecho de
que la curva de distribucién de la letalidad mostrara una forma
particularmente empinada, llevaron a Pifdeyro a plantear la hipdtesis de
que si hubiera una toxicidad selectiva entre las células de origen benigno

y las células de origen neoplésico, la T-514 pudiera ser usada como un

potencial agente antineopldsico <V,
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Los estudios realizados por Pifieyro y cols. para comprobar esta
hipStesis inciuyeroun once lineas celulares, tres de ellas benignas y ocho
malignas, en las que se¢ demostré, sin duda alguna, una toxicidad
selectiva de la T-514 sobre las Ifneas de origen neoplésico @". Este
hecho, llev6 a Pifieyro a solicitar la patente parz su uso potemcial como
agente antineopldsico, la cual fue otorgada primero en la Comunidad
Econémica Europea y, recientemente, en Estados Unidos y Japén '3%3%.30)

Actualmente, este compuesto se encucntra en la fase clinica I.

Aunque todavia se desconoce su mecanismo de accién, se ha
observado que la T-514 produce dafio selective e irreversible en los
peroxisomas ¢ inhibe en forma no competitiva a la Catalasa “¥, enzima
presente en estos organclos, por lo que después se le ha denominado
‘“Peroxisomicina Ai("’. Otros compuestos diantracendnicos relacionados
con la T-514 o Peroxisomicina A1 también producen inhibicién de la
Catalasa y se observd que, entre mayor semejanza estructural tengan
estos compuestaos diantracendnicos con la T-514, mayor serd la inhibicién

que produzcam V%,

Por otra parte, es interesante hacer notar que, algunos de los
medicamentos actualmente usados en la quimioterapia del cdncer, come la
Adriamicina, Mitomicina C y la Bleomicina, son activados a radicales
libres. También se tienen evidencias de que las células neopldsicas se
encuentran deprimidas en algunos de sus mecanismos de defensa, al
presentar deficiencias en la actividad de enzimas como la Superéxido

dismutasa, Glutatién y Glutatién peroxidasa y, por lo tanto, son mds
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susceptibles a los efectos citotoxicos generados por compuestos

generadores de radicales libres 33433

Debido a que la estructura diantracenénica de la T-514 o
‘‘Peroxisomicina A1’" est{ estrechamente relacionada con compuestos
polihidrox(licos aromiticos, en los cuales se ha sugerido una accién
citot6xica a través de la generacién de intermediarios reactivos G438
podria considerarse que la Peroxisomicina A1 es capaz de generar este
tipo de radicales libres y que, posiblemente, ¢ste proceso intervenga en
algunos de los efectos citotéxicas y pueda ser considerado como parte de

su mecanismao de acecidn.

Por otra parte, es importante determinar si la Peroxisomicina Al
interacciona con el sistema de las monooxigenasas de funcidm mixta.
Existen reportes que indican que compuestos con estructura semejante a
la Peroxisomicina Ai interaccionan c¢on las enzimas microsomales ya

mencionadas y, durante esta interaccién generan radicales libres.
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HIPOTESIS

La Peroxisomicina A interacciona con el sistema enzimético
microsomal y gemera radicales libres como parte de su mecanismo de
toxicidad celular,

La Peroxisomicina A1 es capaz de autooxidarse y generar
radicales libres, adn en ausencia de sistemas enziméticos y este proceso

también puede formar parte de su mecanisma de accién.
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OBJETIVOS

1.- Estudiar la interaccién de la Peroxisomicinda A1 con el sistema
enzimdético microsomal iovolucrado en la biotransformacidn de

xenobidticos.

2.- Determinar si el tiempo es un factor que influya importantemente en
la interaccién de 1la Peroxisomicina A1 con las enzimas

microsomales.

3. - Determinar la posible autooxidacién de la Peroxisomicina A1

4.- Evaluar si la presencia de los sistemas enzimdticos microsomales

modifican el proceso de autooxidacidén de la Peroxisomicina At,

5.« Determinar si el radical hidroxilo y el anién superéxido forman parte
de los radicales libres generados durante la autooxidacién de la
Peroxisomicina A1 con ayuda de enzimas especificas, como son la

Catalasa y la Superéxido dismutasa.



CAPITULO 2

MATERIAL Y METODOS

2.1 MATERIAL
2.1.1 Equipo

Espectrofotémetro UV-VIS Beckman, modelo DU-7500, con
arreglo de diados, con un controlador de la temperatura Peltier
(con una variacién en la temperatura de + 0.1 °C) y con ux;
praograma para realizar cinéticas.

Cubeta de cuarzo con un trayecto éptico de 1 cm.

Ultracentrifuga Beckman L8-M.

Rotor de daguloe fijo Beckman Ti 60, serial 3301, para 60,000
r.p.m.

Poteucidmetro Beckman ¢50pH meter.

Balanza granataria Sartorius 1206 MP,

Balanza analitica Sartorius.

Tubos para ultracentrifuga de polialémero Beckman.

Homogeneizador Patter-Elvejhem con pistilo de vidria.

20
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2.1.2 Reactivos

Agua destilada

Albimina bovina (Sigma A-4731)
Carbonato de sodio (Sigma S-4132)
Catalasa (Sigma C-9322)

Cianuro de sodio (Sigma S§-3294)
Citocromo C (Sigma C-2506)

Cloruro de potasio (Sigma P-5285)

Cloruro de sodio (Jigma 5-9888)
Ferricianuro de potasio (Sigma P-8131)
Fosfato de potasio monobdsico (Sigma P-5379)
Fosfato de potasio dibdsico (Sigma P-8281)
Hidrosulfito de sedic (Sigma S-1256)
Hidréxido de sodio (Sigma §-5881)
Metanol (Merck 106009)

Monéxido de carbono ({mfra UN-10/6)
NADH (Sigma S-8129)

NADPH (Sigma §-1630)

Piridina (Merck 109728)

Pirogalol (Sigma P-0381)

Peroxisomicina Al

Reactivo de Folin-Ciocalteu (Sigma F-9232)
Sulfato de cobre (Sigma C-7631)
Superdxido dismutasa (Sigma S-4761)
Tartrato de sodio y potasio (Sigma §-2377)
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2.1.3 Material biol4gico

2.1.3.1 Microsomas de macaco
Microsomas de Macaca mulata, obtenidos de un macho
de 2 aflos, con un peso de 1.758 kg. y alimentacién

balanceada ad libitum.

2.1.3.2 Microsomas de rata
Microsomas de higado de ratas Wistar mache, con un
peso de 150 £ 20 g. Los animales tuvieron <iclo luz-
obscuridad controlado y alimentacién balanceada ad

iibitum.

2.2 METODOS

2.2.1 Obtencién de los microsomas de macaco
Laos microsomas de macaco fueron obtenidos de un macho al que
se le retird el alimento el dia previo al experimento.
El animal fue sacrificado con una inyeccidén intracardiaca de KCI
al 10% (0.3 mg/kg).
El higado fue perfundido (KCIl 0.154 M, pH 7.4), hasta eliminar
los restos de sangre, com ayuda de una bomba peristiltica.
Posteriormente, fue extraido, pesado y homogencizado (KCl
0.154 M, pH 7.4) en una proporcidn 1:4 (p/v).
El homogenado fue ultracentrifugado mediante los pasos descritos

en el Diagrama 1.
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BOMOGENADO

Caniriger ¢ 8,00 ¢
30 miv

PRECTFITADO SOBRENADANTE
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SOBRENADANTE MICROSOMAS

N —

Figurea 7. Esquema del método de
ultracentrifugaciéa seguido para la obtenci6n
de los microsomas.

Los microsomas obtenidos fueron pesados y resuspendidos (KCI
0.154 M, pH 7.4), en una proporcion de 0.1 g/mL. Se colocaron

en tubos Eppendorff y se almacenaron a -21 °C.

2.2.1 Obtencién de microsomas de rata

Los microsomas de ratas fueron obtenidos de ratas macho, las
cuales fueron mantenidas sin alimento desde un dia antes del
experimento. Los animales fueron sacrificados por dislocacidn
cervical, durante la mafiana.

Los hfgados fueron perfundidos (KCl 0.154 M, pH 7.4), hasta
eliminar los restos de sangre. Posteriormente, fueron extrafdos,
pesados y homogeneizados en una proporcién 1:4 (p/v).

El proceso siguiente fue el mismo al realizado con los microsomas

de macaco.
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2.2.3 Determinacién de proteinas

Para la dsterminacién del contenido de protefnas en los

microsomas se siguidé el método de Lowry “", en donde el

incremento en la absorbancia a 750 nm, es proporcional al

incremento en la concentracién de protefnas.

2.2.3.1 Solucién estindar de albimina
Se utilizé una sclucién estindar de albimina bovina con
una concentracién de 500 pg/mL. La albimina fue
disuelta en una solucién de NaOH 0.5 M.

2.2.3.2 Reactivo de Lowry
Se prepard con 1 mL de sulfato de cobre al 1%, 1 mL de
tartrato de sodio y potasio al 2% y 98 mL de carbonato
de sodio al 2%.

2.2.3.3 Reactivo de Folin
Se diluye el reactivo de Folin-Ciocicalteus 1:1 con agua
destilada.

2.2,3.4 Curva de calibracién
Se determiné la concentracién de proteinas para cada
uno de los lotes de microsomas que se usaron en este
trabajo.
Cada punto de la curva de calibracién fue determinado
por triplicado y el promedio de estos valores fue usado
en la gréfica.
Las concentraciones empleadas en la curva de

calibracién se describen en la Tabla 1.
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Proteinm | AlbGmina NaOH Lowry Folin
(ug/mL) (ml) (L) (L) (ml)

o | - 1 5 oS

2§ 905 0.95 L 925

50 o1 09 ¥ 9.5

100 02 04 s L K]

150 03 0.7 5 L)

200 04 06 L] 95

a0 03 05 s 0s

Tabla 1. Cooncentraciones empleadas gara la

realizaciém de las curvas de protefnas.

Dilucién de las muestras

Los microsomas fueron determinados por triplicado sin
dilucién y con diluciones 1:5 y 1:10 en NaOH 0.5M.
Cidiculos

La concentracién de proteinas de las muestras fue
interpolada de la curva de calibracién obtenida al
graficar el valor de absorbancia contra la concentracidn
de proteinas de los estdndares, los valores fueron
ajustados con el método de minimos cuadrados
(programa estadistico del espectrofotémetro UV-VIS

Beckman DU-7500).
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2.2.4 Preparacién de la Peroxisomicina Aa
Se trabajé con la Peroxisomicina Al extrafda del fruto de la
Karwinskia parvifolia vecolectada en el municipio de Choix en
Sinaloa, en diciembre de 1992. La extraccidn y purificacién del
fruto, asf como su valoracidn bioldgica, se realiz6 en el
Departamento de Farmacologia y Toxiccologia de la Facultad de
Medicina de la Universidad Auténoma de Nuevo Leén B9,
2:2.4.1 Preparacion de la solucién patrén
Se preparé una solucién patrén de 400 pg/mL. Se
disolvieron 2 mg de¢ la Peroxisomicina At en 0.5 mL de
metanol y se aforaron a 5 mL c¢on una solucién
amortiguadora de fosfatos (0.2 M, pH 7.4).
A partir de esta solucidn patré6n se tomaron alicuotas
para obtener concentraciones finales de 5, 10, 25 y 50

pgfmL.

2.2.5 Determinacién de la actividad del Citocromo P-450
El Citocromo P-450 es una hemoprotefna que cantiene una
molécula de fierro-protoporfirina IX como grupo prostético. Es
identificado por um pronunciado espectro de absorcidn, a 450 nm,
cuando la bemoproteina es reducida por la adiciéa de monéxido de
carbono. Esta propiedad se atribuye a la presencia de grupos
tioles como ligandos de la hemoproteina. La concentracién de
Citocromo P-450 reducido es una medida directa de la actividad

de las mongoxigenasas de funcién mixta presentes en los

MIiCroSOMAas €.40.41)
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Preparacién de la muestra

Los microsomas se diluyeron en una solucifm
amortiguadora de fosfatos (0.2 M, pH 7.4). Se les
adiciond la Peroxisomicina At a las diferentes
concentraciones, Posteriormente, se afiadié una pequefia
cantidad de ditionita de sodio (1-2 mg). Se¢ burbujed
monéxido de carbono durante | min. Se determind el
espectro de absorcién de¢ 400 a 500 nm y sc obtuvo el
pico méximo a 450 nm.

La cantidad de cada reactivo que fue usada se describe

en la Tabla 2.

Coocertrackén de

Microsomas Fosfutoy Percimmicies A THtbonita Moodxide
N g ] L) {mlL) (uL de sodie i
° 300 27 heos 2o .

1 mm

(ST

5 300 2662 378 pr e

10 300 2625 75 e LA

2 300 2512 1875 = .

50 300 2325 375 smsnd NN

Tabla 2. Cantidad de cada reactivo utilizado en [a determinacida del

Citacromo P-450.

2.2.5.2

Célculos

Los cdlculos se realizaron con la siguiente ecuacidén “';

nmoles Cilocromo £-430/mg protefna= AA (450 - 490) * 1000 *= Vol total

mg/mL proteina 91 Yol. mic.
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2,2.6 Determinacién de la actividad del Citocromo bs

El Citocromo bs es una hemoproteina presente en la fraccién

microsomal y mitocondrial . Su concentracién se determina por

el espectro tedox del NADH reducido contra el Citocromo

oxidado. La reduccién del Citocromo bs es catalizada por la

enzima NADH Citocromo bs reductasa, por lo que se considera

una medida directa de la actividad de esta enzima ©0.4.43,

2.2.6.1 Preparacién de la muestra
Los microsomas se diluyeron en una solucién
amortiguadora de fosfatos (0.2 M, pH 7.4). Se les
adiciond 1ls Peroxisomicina A1 a las diferentes
concentraciones. Se afiadié NADH al 2% y la muestra se
mantuvo en reposo durante 2 minutos. Se¢ determiné el
espectro de absorcién de 400 a 500 nm. Se obtuvieron
las diferencias entre el espectro a 424 y a 409 nm.

La cantidad usada de cada reaclivo se describe en la

Tabla 3.
L 100 B7S vmses 2%
L] 100 8628 128 2
10 100 850 s 25
25 100 8125 62.5 5
L] 100 750 125 5

Tabla 3. Cantidad d& cada reactiva quc fue utilizada ¢n la
determinacién del Citocramo bs.
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2.2.6.2 Célculos

Los cdlculos se realizaron con la siguiente ecuacién “!:

amoles Citocromo bs/mg protelna = AA (424 - 409) * 1000 * ¥Yol, total
mg/mL protelna 183 Vol. mic,

2.2.7 Determinacidén de las hemoprotefnas totales

En ausencia de contaminantes de otras bemoprotefnas, las

hemoprotefnas totales son ¢l resuliado de la suma del Citocromo

P-450 y del Citocromo bs. Se determinan por el espectro redox

reducido con ditionita de sodio contra el hemocromdgeno vxidado

de la piridina en presencia de hidrdxide de sodio 0.5 M .40,

2.2.7.1 Preparaciéon de la muestra
Los microsomas se diluyeron en una solucién
amortiguadora de KCI1 (0.154 M, pH 7.4). Se afadieton
NaOH y piridina. Posteriormente, $¢ les adiciond una
pequefia cantidad de ditionita de sodio (l-2 mg) y la
Peroxisomicina A1 en las diferentes concentraciones.
Después se afiadid ferricianuro de potasio (2.5 mM) y se
determind el espectro de absorcién de $30 a 600 nm.

La cantidad de cada reactivo se describe en la Tabla 4.
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el sl M - -l ol IR G
(] 100 8514 166 166 | ----- o== 6.6
s 1% 5439 166 156 s — o5
10 160 5364 166 168 23 = 64
15 100 4983 166 168 @s b 65
50 100 4364 166 166 12 ey 64

Tabla 4. Cantidad de cada reactivo utilizado en [a determinacién dc las

Hemoprotefnas totales.

2.2.8

2.2.7.2 Célculos

Los célculos se realizaron con la siguiente ecuacién “':

nmoles Hemoproteinas/mp protefna = AA (557 - 575) * 1000 * Yol total
mg/mL protelna 34.7 Vol. mic.

Determinacién de la actividad de la NADPH Citocromo
P-450 Reductasa
La determinacién de esta enzima microsomal requiere del
Citocroma C como aceptor artificial de electrones. El principio de
este ensayo se basa en que el Citocremo C oxidado (férrico) se
trans forma a Citocromo T reducido (ferroso), el cual emite un
espectro de absorcién caracteristica a 550 nm “9.42.43.40
2.2.8.1 Preparacién de la muestra
Los microsomas se diluyeron en una solucidn
amortiguadora de fosfalos (0.1 M, pH 7.6), a los que se
les afiadié6 KCN (5 mM). Posteriormente, se adiciond la
Peroxisomicina At y NADPH (10 mM) y la mezcla se

incubd durante 3 mioutos a 37 °C. Al termimar la
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incubacion, se determinaron los cambios de absarcidén
durante 5 minutos, a8 550 nm.

La Tabla 5 muestra la cantidad utilizada de cada

reactivo.
Concentracidn d¢
Microsomss Ciocroma © Foutiring EBCN Pusamioombeims A NADPH
o s b Wy l) L) (L} W L)
0 100 0 N 30 LR «9
] 100 400 3678 80 s 4
10 100 400 355 80 a8 40
25 109 0 3128 a0 673 49
S0 100 400 245 80 125 4

Tabla 8, Cantidad de cads reaclivo ulilizado para la determinacién de la
NADPH Citocroma P-450 reductasa,

2.2.8.2 Cfilculos

Los cdlculas se realizaron con la siguiente ecuacién “'%

omoles Cit P-450 red/mg peot/ min = AA (550/mig) * 1000 * Vol (gial
mg/mL protelaa 21 Yol. mic.

2.2.9 Determinacidén de la autooxidacién y de la gemeracién de
radicales libres
La determinacidn de la posible autooxidaci6n de la Peroxisomicina
AL fue realizada siguiendo el método descrite por Salvemini y
cols. . Este método requiere de Citocromo C como aceptor

artificial de electrones. Se usé§ Pirogalol como control positivo.
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2.2,9.1 Determinacién de la autooxidacién y generacién

2.2.9.2

2.2.9.3

de radicales libres por el pirogalol

Los microsomas se diluyeron en wuna solucién
amortiguadora de fosfatos (0.2 M, pH 7.4). También se
tealizaron determinaciones sin microsomas como
control. Se afadié Citocromo C (15.3 puM) y NADPH
(0.16 mM). Posteriormente, se adicioné el Pirogalol
(5.6 uM). Se determiné el cambio de absorcién cada 5
minutos, durante 60 minutos.

Inhibicién de la generacién de radicales libres
por el pirogalol con la Superdxido dismutasa y
la Catalasa

Se siguid el método ya mencionado, con la adicién de la
SOD y la Catalasa en las concentraciones siguientes:
SOD 200, 250, 300 y 400 U/mL

Catalasa 200, 250, 300 y 400 U/mL
Determinacién de la autooxidacién y generacién
de radicales libres por la Peroxisomicina Ai

Se siguid ¢l método descrito para el Pirogalol, pero con
la Peroxisomicina Ai a diferentes concentraciones (35,
10, 25 y 50 pg/mL). También se determiné Ila
autooxidacién en ausencia de los microsomas como
control.

La Tabla 6 muestra la cantidad usada de cada reactivo.
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Tabla 6. Cantidad de cada reactivo utilizada para determinar
la generacidn de radicales libres.

2.2.9.4 Iohibicién de la generaciéon de radicales libres
por la Peroxisomicina A1 com la Superédxido
dismutasa y la Catalasa
Se siguié ¢l método ya mencionado, con la adicién de la
SOD y la Catalasa en las concentraciones Siguientes:
SOD 50, 190, 200, 250, 300 y 400 U/mL
Catalasa 2§, 50, 100, 200, 250, 300 y 400 U/mL

2.2.10 Preparacién de los microsomas incubados
Para preparar los microsomas incubados, la Peroxisomicina Al

se afiadié 30 minutos antes de empezar a realizar la
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determinacién. Los métados seguidos posteriormente fueron los

ya mencionados.

2.2.11 Andlisis estadfsticeo

A cada una de las determinaciones realizadas se les realizé una
prucba de t de Student no pareada con ayuda del programa Excell

versién 4.0, incluido en el paquete computacional Microsoft
Office.



CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DEL CITOCROMO
P-450

Las determinaciones del Citacromo P-450 se realizaron con diferentes
concentraciones de la Peroxisomicina A1 (5, 10, 25 y 50 ug/mL), tanto en
microsomas de Macaca mulata como en microsomas de rata Wistar.
También se realizaron estas determinaciones después de incubar a los

micraosomas con la Peroxisomicina A1 a 37 °C durante una hora.

3.1.1 Actividad del Citocromo P-450 en microsomas de Macaca

mulata no incubados e incubados

3.1.1.1 Actividad del Cito¢cromo P-450 en microsomas
de Macaca mulata no incubadaos
Los resultados obtenidas en la determinacién de la
concentracién del Citocromo P-450 en los microsomas

de Macaca mulata no incub ados se muestran en la Tabla

;3

35
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P At P A1 PAl P AL P Al
0 pg/ml S ug/ml 10 pg/ml 25 pg/ml 50 ug/ml.
0,678 +£0.051 | 0.465 £ 0,055 | 0.566 + 0,042 | 1222 £ 0458 ] 0.765 £ 0.047
| »
nw= 200 o= 2040 o =290 a= 200 o= 200
- |

Tabla 7. Conceaotracién del Citocromo P-450 en microsomas
de Macaca mulata no incubadas, tratados con diferentes
concentraciones dc Peroxisomicina Al.

Las vnidades son amoles de Citocromo P-450/mg prote{nas.

* Indica una diferencia significativa con respecta al control,
donde p < 0.001.

La Figura 8§ muestra la representacién grifica de las

diferencias observadas en la coucentracidén del
Citocroma P-450, en relacién con las diferentes
concentraciones de Peroxisomicina Ai.
7 -_—
39
23 ==a
P Al 10 e
Gigfral) N
B —
Q
—
a 0.2 0.4 o6 0.3 1 1.2 La
amoles de Citocromo P-450/mg protefnas
Figura 8. Representacidn grdfica de la conceotracidn del
Citocrom¢e P-450 en microsomas de Macaca mulatg no
incubados, <(ratados c¢om diferemtes conccniraciones de

Peroxisomicina Al.
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J,1.1.2 Actividad del Citocromo P-450 en microsomas

Laos resultados obtenidos se muestrao en la Tabla 8.

P Al P Al PAL P AL P AL
0 ug/mL 5 ug/ml 10 ug/ml 25 ug/ml §0 ug/ml,
0.579 +0.045 || 0.637 £ 0.055 | 0.617 £ 0.056 | 1.298 £ 0.065 | 0.315 0,047
L] -3
o = 208 o= 200 o= 200 o =200 u=200

Tabla 8. Concentracidn del Citocromo P-450 en microsomas
de Macaca mulata incubados tratados con  diferentes
concentraciones de Peroxisomicina Al.

Las unidades son mmoles de Citocromo P-450/mg protefnas.

¢ Indica una diferencia significativa con respecto al countrol,
donde p < 0.001.

La Figura 9 muestra la representaciéon gréfica de los

resultados.
T -—
b (4]
* —
P AL
(ug/mL) 1o —
: -
(v}
-
L 1 v 1 L | » b 1 1 A |
[ 0] Q.2 04 05 o8 [} 12 14

amoles de Citocromo P-450/mg protefna

Flgura 9. Representacién grdfica de la concentracido del
Citocroma P-4350 en microsamas de Macaca mulara incubados
tratados con diferentes concentraciones de Peroxisomicina Al.
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3.1.2 Actividad del Citocromo P-450 en microsomas de rvata

Wistar no incubados e incubados

3.1.2.1 Actividad del Citocromo P-450 en microsomas
de rata Wistar no incubados
Los resultados obtenidos en las determinaciones de la
concentracién del Citocromo P-450 en los microsomas

de rata Wistar se muestran en la Tabla 9.

P AL PA PAL P A1 P AL
0 pg/mlL 5 ug/ml 10 pg/mil 25 ug/mL 50 ug/ml,

0456 £0.039 | 0447 1+0.044 | 04941 0.042 | 0391 +£0.038 | 0.217£9.047

n=964 u=49 nw=dl a=463 a=48

Tabla 9, Concentracién del Citocromo P-450 ea microsomas
de rata Wistar no incubados tratados coo diferentes
concentraciones de Peroxisomicina Al.

Las unidades son nmoles de Citocromo P-450/mg protefnas.

* Jodica una diferemcia significativa con respecto al control,
donds p < 0.001.

La Figura 10 muestra la representacidn grédfica de las
diferencias obtenidas en la actividad del Citocromo P-
450, en relacidn con las diferentes concentraciones de

Peraxisomicina Al.
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Figuras 10. Representaciém grafica de la conceatracidn del

Citocromo P-450 en microsomas de rata Wistar no incubados
tratados con diferentes concentraciones de Peroxisomicina Al.

Actividad del Citocromo P-450 en microsomas
de rata Wistar incubados

Los resultados que se observaron en la determinacion

de la actividad del Citocromo P-450 con estas
microsomas se muestran en la Tabla 10.
P AL P A PAL P A P A1
0 ug/ml S pg/ml 10 pg/miL 25 ug/ml 50 pg/mil
“ 0,427 +£0.041 § 0.472 1 0.044 | 0.519 > 0.042 | 0.529 £ 0039 | 0339 £0.037
® »
a=43 ua=d9 ow=d4l a=153 a=43

Tabla 190. Concentracién del Citocromg P-450 en microsomas
de rata Wistar incubados tratados con diferentes coacentraciones
de Peroxisomicina Al.
Las unidades son nmoles de Citocromo P-450/mg protefnas.
* Indica una diferencia significativa con respecto al control,
donde p < 0.001.




La Figura 11 muestra la representacién gréfica de estos

resultados.
7] —
50
25 —
P AL 10_
(ug/ml) —
s
—
a
S
—r T T T
0 0.1 0.2 0.3 04 0 0.6

rmoles de Citocromo P-450/mg protelnas
Figura 11. Representacidn grdfica de la concentracidn del

Citocromo P-450 en microsomas de rata Wistar incubados
tratados con difercntes concentraciones de Peroxisomicina Al

3.2 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA
CITOCROMO bs REDUCTASA

Las determinaciones de la enzima Citocromo bs reductasa fueron
realizadas bajo las mismas condiciones experimentales usadas en la
determinacién del Citocromo P-450, es decir, en microsomas no
incubados e incubados de Macaca mulata y rata Wistar y las

concentraciones de Peroxisomicina Ar fueron 5, 10, 25 y 50 pug/mL.
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3.2.1 Actividad de la Citocromo bs reductasa en microsomas de
Macaca mulata ne incubados e incubados
3.2.1.1 Actividad de la Citocromo bs reductasa en
microsomas de Macaca mulata no incubados
Los resultades obtenidos en la determinacién de la
concentracidn del Citocromo bs con los microsomas de

Macaca mulata no incubados se muestran en la Tabla

l l‘
P Al P Al P Al P Al P A1
0 g/l § pg/ml 10 pg/mi. 25 ug/mll 30 pghal.
0277 £0.056 § 0201 10.051 | 0343 + 0.045 | 0359 £ 0.063 | 0.748 £ 0.075
L J L J B
n =200 a = 200 n =200 n =200 n=200

Tabla 11. Concentracién del Citocromo b5 en microsomas de
Macaca mulata no incubados tratados con difcrentes
concentraciooes de Peroxisomicina Al.

Las unidades son nmoles de Cit. bs/mg protefnas.

¥ Indica una difcrcacia significativa can respecto al control,

donde p < 0.001.

La Figura 12 muestra la representacion grdfica de los
resultados obtenidos con los microsomas no incubados,
la NADH

en la determinacién de la actividad de

Citocromo bs reductasa.
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nmoles de Citocramo b3/mg proteinas
Figura 12. Recpresentacién grifica de la caonmcentracién del

Citocromo b4 en microsomas de Macaca mulata no incubados
tratados con diferentes concentraciones de Peroxisomicina Al.

Actividad de la Citocromo bs reductasa en
microsomas de Macaca mulata incubados
Los resultados obtenidos con los microsomas incubadas

de Macaca mulata se muestran en la Tabla 12.

P AL P AL P AL P A1 P A
9 pg/ml § Lg/mi 10 pg/mi, 28 ug/mll, $0 ug/ml,
0.231 £0.047 § 0.164 £ 0.044 | 0.3}8 £ 0.033 | 0.427 1+ 0.041 | 0.836 £ 0.051
' - -
a= 200 n= 200 a=10M u =200 a =200

Tabla 12. Concentracién del Citocromo bs en microsomas de
Macaca mulara iocubados tratados con diferentes
concentraciones de Peroxisomicina Al.

Las unidades son nmoles de Cit. bs/mg proteinas.

® Indica una diferencis significativa con respecio al control,
donde p < 0.001,
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En la Figura 13 se muestra la representacién gréifica de

los resultados.

] fe—
50
25 oaiiag
P AL 1

@g/mL) 10 |

b |

]
Q
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0 0.1 02 03 0.4 0.5 0.6 0.7 08 09

amoles de Citocroma &s/mg proteiras
Figura 13. Representacién gréfica de la concemtracién del

Citocromo b3 en microsomas de Macaca mulata incubados
tratados con diferentes concentraciones de Peroxisomicina Al.

3.2.2 Actividad de la Citocrome bs reductasa en microsomas de

rata Wistar no incubados e incubados

3.2,.2.1 Actividad de Ia Citocromo bs reductasa en
microsomas de rata Wistar no jncubados
Los resultados obtenidos sobre la actividad enzimética
de "la NADH Citeccromo bs reductasa con los
microsomas no incubados de rata Wistar se muestran en

la Tabla 13.



P Al P Al PAI PAl P Al
0 ug/mi. 5 ug/ml 10 pg/mL 25 ug/mi 59 pg/mL

0.182 £0.034 § 0.067 £0.024 | 0.060 + 0.023 | 0.068 + 0.030 | 0227 = 0.051

® & »

=140 =50 B8=50 a=35 a=50

Tabla 13. Concentracidn del Citocromo bS en microsomas de
rata  Wistar no iocubados tratados con  difercntes
concentraciones de Peroxisomicina Al.

Las unidades son nmoles de Cit. by/mg protelnas.

¥ Iadica una diferencia significativa con respecto al contral,
doande p < G.001.

La Figura 14 muestra la representacion gréfica de los
resultados obtenidos con los microsomas neo incubadgs

de rata Wistaz.
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mmoles de Citocramo bs/mg protelnas

Figura 14. Representscién grifica de la conceatracién del
Citocromo bs er micresomas de rata Wistar a9 incubados
tratados con difereates concentraciones de Peroxisomicioa Al.
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microsomas de rata Wistar incubados
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reductasa en

Los resultadas gbtenidos se muestran en 1z Tabla 14.

PA1L PAlL P A1 P Ax P AL
9 pgfmL § ug/ml, 10 ng/ml 25 pg/mlL S0 pg/miL
0.198 +0.032 ] 0.04810.023 | 0.064 £ 0022 | 9209 +0.033 | 0.350 +0.035
* » "
n=90 a=380 a=30 n=50 a=350

Tabla 14. Concentracidn del Citocromo bs en microsomas de
rata Wister iocubados ¢ratados com diferentes comcentraciones
de Peroxisomicioa Al,

Las unidades son nmoles de Cit. bs/mg protcinas,

¢ Judica upma diferencia sigoificativa con respecto al control,
doade p < 0.001,

La Figura 15 muestra la representacién gréifica de los

resultados.

I
0.2

Li o] ! L N L] oy L] L)
(] Q.05 Q.1 0.15 0.25 Q.3 Q.35 0.4

nmoles de Citocromo bs/mg proteinas
Figure 15. Representacidn grifica de la concemtracidn del

Citocromo b5 en microsomas de rata Wistar incubados tratados
con diferentes conceniraciones de Peroxisomicina Al.
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3.3 DETERMINACION DE LAS HEMOPROTEIN AS TOTALES

Las determinaciones para evaluar la cantidad de Hemoproteinas totales

fueron rcalizadas con las mismas comndiciones bajo las que se realizaron

las determinaciones enzimadticas anteriores, es decir, las concentraciones

de Peroxisomicina A1 usadas fueron 5, 10, 25 y 50 pg/mL, los

microsomas, tanto de Macaca mulata como de¢ rata Wistar también fueron

no incubados e incubados.

3.3.1 Determinacién de la concentracién de las Hemoprotefnas

totales en microsomas de Macaca mulate no incubados e

incubados

3.3.1.1

Determinaciéon de la concentracién de las
Hemoproteinas totales en microsomas de
Macaca mulata no incubados

Los resultados obtenidos en las determinaciones
realizadas con los microsomas de Macaca mulata no

incubados se muestran en la Tabla 15.



47

P Ar P A1 P Al P A1 F Al
0 pg/ml § pg/ml 10 pg/mi. 23 pg/ml $0 pg/ml
3208 £ 0126 | 42891 0.147 | 5267 £ 0.155 | 4362 £0375 | 325410271
" » -
u =200 n=100 o = 200 a =200 a=20
Tabla 15. Coacentracién de Hemoprotefnas totales en

mictosomes de Macaca mulata no
diferentes concentraciones de Peroxisomicina Al.
Las unidades san nmoles de¢ Hemoproiefnas/mg prote{nas.

* Jndica yoa diferencie significativa con respecto al cootrol,
donde p < 0.001,

incubados

tratados com

Estos resultados se muestran en forma grédfica en la

Figura 16.
T —
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Figura 16. Representacién grifica de la councentracién de
Hemoprotelnas totales em microsamas de Macaca mulara no

incubados

tratados

Peroxisomicins At.

<on

diferentes

concentraciones

de
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3.3.1.2 Determinacién de la concentracion de las

Hemoproteinas totales en microsomas de

Macaca mulata incubados

Los resultadas obtenidas se presentan en la Tabla 16.

P A1 P A PA P A1 P A1l
0 yp/mlL 5 ug/mlL 10 pg/ml. 25 pg/ml 50 pg/mil.
3331 £0.134 )] 4.687£0.134 | 5B37 + 0267 | 4.543 +£0.085 | 29781+ 0.226
[ ] & ]
ow= 200 n =200 o = 200 o= 200 aw= 200
Tabla 16. Couceatracién de Hecmoprotefnas totales en
microsomas de Maceca muiata iocubados tratados con

diferentes cancentraciones de Peroxisomicina Al.
Las unidades son nmoles de Hemoprotefnas/m g protc(uas.

¥ Indica uuos diferencia significativa con respecto al countral,
donde p < 0.001.

Lz Pigura 17 muestra los resultados en forma gréfica.

[
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(ug/ml) 4
. -
4]
|
T T T ey T T 1
0 1 2 3 a s 3 7
nmoles de Hemoprotefnas/m g proteinas
Figura 17. Represeatacién grdfica de la conceatracién de
Hemoprotefnas (otales cu microsomas de Macaca malata
incubados tratados con diferentes concentraciones  de

Peroxisomicina Al.
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3:.3.2 Determinaciéon de la concentracién de las Hemoproteinas
totales en microsomas de rata Wistar no incubados e

incubados

3.3.2.1 Determinacién de la concentracién de las
Hemoprotefnas totales en microsomas de raia
Wistar no incubados
Los resultados obtenidos con los microsomas de rata

Wistar no incubados se muestran en la Tabla 17.

P AL P A1l P A1 P A P A1
0 pg/ml § pg/mll 10 pg/ml. 28 pg/ml. S0 pg/ml

1.759 £ 0418 | 35892 1 0.446 | 6.031 £ 0.091 | 4.563 + 0367 | 3.1791t60.212

* * » *®

=110 o= 110 n=110 o=110 o= 110

Tabla 17. Concentracién de Hemoprotefnas tgotales <n
microsomas de rata Wistar no incubados tratados con diferences
concentraciones de Peroxisomicina Al.

Las unidades son nmoles de Hemoprotefnas/mg protefnas.

®* Indica una difereacia significativa con respecta al control,
donde p < 0.001,

La Figura 18 muestra los resultados de una manera

grafica.
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Figura 18. Representaciéo grdfica de la concemtracidn de

Hemoprotefnas totales en microsomas de rvata Wistar oo
incubados tratados com diferentes coaceniracioues de
Peroxisomicina Al.
Determinacién de la concentracién de las
Hemoproteinas totales en microsomas de rata
Wistar incubados
Los resultados se muestran en la Tabla 18.
P A1 PAl P AL P Al P A1
9 ug/mL 5 pg/mlL 10 pg/ml. | 28 pg/ml. 50 ughul
3258 £0.172 | 5.730120.131 | 7.615 £ 0283 | 5331 £ 0.097 | 3.161 +0.292
* " *
nw= 110 a= 110 a=11¢ a= 110 o= 110
Tabla 18. Concentraciéon de Hemoprotefnas totales ¢n

microsomas de rata Wistar incubados tratados con diferentes
concentraciones de Peroxisomicina Al.

Las unidades son nmoles de Hemoprote(nas/mg proteinas.

* [pdica una diferencia significativa con respecto al <oatrol,
donde p < 0.001.
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Los resultados se¢ muestran en forma gréfica en la

Figura 19.
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Figura 19. Representacién grifica de la concentracién de

Hemoprotefuas totales en microsomas de rata Wistar incubados
tratados con diferentes concentracianes de Peroxisomicina Al.

3.4 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA NADPH
CITOCROMO P-450 REDUCTASA

La NADPH Citocromo P-450 reductasa es una importante enzima del
sistema enzimAtico microsomal de las moncoxigenasas de funciéon mixta y
para su determinacién se usa al Citocromo C como aceptor de electrones.

Las variables utilizadas en las determinaciones de esta enzima fueron las
mismas que se utilizaron anteriormente. Se usaron microsomas de Macaca
mulata y de rata Wistar, no incubadas e incubados. Las concentraciones

de Peroxisomicina Al utilizadas fueron 5, 10, 25 y 50 pg/mL.
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3.4.1 Actividad de la Citocromo P-450 reductasa en
microsomas de Macaca muiletea no incubados e

imcubados

3.4.1.1 Actividad de la Citocromo P-450 reductasa en
microsomas de Macaca mulata no incubados
Los resultados de la actividad de la NADPH Citocromo
P-450 reductasa obtenidos com los microsomas de
Macaca mulata no incubados se muestran en la Tabla

19.

P Al P Al PAl P AL P At
0 pg/ml SugmlL | pg/ml | 25pg/mL | 50 ug/mL

§.705 £0.144 | 6251 £0.121 | 6505 £ 0.162 | 8.602 £0.197 | 9,103 10.144

onw 50 o= S0 aw50 a=50 as50

Tabla 19. Actividad de la NADPH Citocromo P-450 reductasa
en microsomas de Macaca mulata no incubados tratados con
diferentes concentracioues de Peroxisomicina Al.

Las unidades son umoles de Cit. P-450 red/mg proteinas/min.

* Indice upna diferencie sigoificativa con respecto al control,
donds p < 0.001.

La representacién gréfica de los resultados se muestra

en la Figura 20.
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Figara 20. Representacién gridfica de la actividad de la

NADPH Citocromo P-450 rcductasa en nplicrosomas de Macaca
mulata o incubados tratados con diferentes conceotraciones de
Peroxisomicins Al.

Actividad de la Citocromo P-450 reductasa en
microsomas de Macaca mulata incubados
Los resultados de los microsomas de Macaca mulata

incubados se muestran en la Tabla 20.

P Al P Al FAL P Al F A
0 pg/ml 8 pg/mlL 10 pg/ml, 25 ug/fml S0 jg/ml
6428 £0.168 § 7,118 1£0.135 | 7947 £ 0.117 | 9283 £0.143 | 9.153£0.261
L » & -
n=50 na Sl a=50 o= 50 a=%

Tabla 20. Actividad de la NADPH Citocromo P-45Q reductasa

€N microsomas

de Macaca mulata

incubados

diferentes concentraciones de Peroxisomicina Al.
Las unidades son omoles de Cit. P-450 red./mg prote{nas/min.

* Indica una diferencia significativa con respecio al control,
donde p < 0,001,

tratadus coum
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En la Figura 2| se muestra la representacién gréfica de

estos resultados.

-‘ |
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25 =
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amoles de Cit. P-450 reductasa/mg prot/minuta
Figura 21. Representacién gréfica de la actividad de la
NADFPH Citocromo P-450 reductass en microsomas de Macaca

mulata incubados tratados con diferentes coancentraciones de
Peroxisomicina Al.

3.4.2 Actividad de la Citocromo P-450 reductasa en

microsomas de rata Wistar no incubados e incubados

3.4.2.1 Actividad de la Citocromo P-450 reductasa en
microsomas de rata Wistar ne incubados
Los resultados abtenidos en las determinaciones de la
actividad de la NADPH Citocromo P-450 reductasa can
los microsomas de rata Wistar no incubados se

muestran en la Tabla 21.
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PAL PA PAI P Al PAI
0 pg/mL Sugrml. | 10pgmL | 25pgml | 56 pugmL

3.046£0.179 | 3.017 £ 0,157 | 2899 £ 0273 | 3.087 £0.210 | 3.479 2 0.284

1 =50 a=50 a =50 a= 50 a=5S0

Tabla 21, Actividad de la NADPH Citocromo P-450 reductass
en microsomas de rata Wistar oo incubados tratados con
diferentes concentraciones de Peroxisomicina Al.

Las unidades son nmoles de Cit. P-450 red./mg prote{nas/min.
* Indica una diferencia significativa caa respecto sl control,
donde p < 0.001.

La Figura 22 muestra la representacidn gréfica de estos

resultados.
“ O
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nmoles de Cit. P-450 reductasa/mg prot/minuto

Figura 20. Representaciém grafica de la actividad de Ia
NADPH Citocromo P-450 reductasa e¢n microsomas de rata
Wistar no incubados tratados can diferentes concentraciones de
Peroxisomicina Al.
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3.4.2.2 Actividad de la Citocromo P-450 reductasa en

microsomas de rata Wistar incubados

Los resultados obrenides se muestran en la Tabla 22,

PAI P A1 P Az P A1 PAL
0 pg/ml $ ug/ml 10 pg/m1L 25 pg/mi 50 pg/ml.

1898+ 0.196 | 3.110:0.138 |3.074 2 0.180 | 3.151 20,169 | 32162 0.175

1=50 a=50 a=5(Q a= 50 n=50

Tabla 22. Actividad d= Ja NADPH Citocromo P-450 reductasa
ep microsomas de rata Wistar incubados tratados coo diferentes
concentraciones de Peroxisomicina Al.

Las unidades son nmoies de Cit. P-450 red./ mg protefuas/min.

® Iudica una difcrencia significativa coa respecto al coatrol,
donde p < 0.00%.

La Figura 23 muestra la represeatacion grédfica de estos

ctesultados.
T [
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-y, —=
P Al 10 —
Qug/ml) _
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— T T T M G BELEEE BN (el BELEEGNY P!—Vﬂ—m
o] 0.8 1 1.5 2 2.5 3 3.5

nmoles de Cit. P-450 reductasa/mg prat/minute

Figura 23. Representacidn grifica de la actividad de la
NADPH Citocromo P-450 reductasa enm microsomas de rata
Wistar incubados rtratados con diferentes concentraciones de
Peroxisomicina Al.
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3.5 PROCESO DE AUTOOXIDACION Y GENERACION DE
RADICALES LIBRES

El proceso de autooxidacién y generacién de radicales libres por la
Percxisomicina Al se evalud tanto en ausencia de los sistemas
enzimiticos aportados por los microsomas, como en presencia de los
micrasomas de Macaca mulata y rata Wistar.

Las concentraciones de Peroxisomicina Ai fueron 5, 10, 25 y 50 pg/mL,
que corresponden a 9.7, 19.5, 48.6 y 97.3 uM respectivamente. Se usé
el Piragalol (5.6 pM 6 706 pg/mL) como control positivo. El proceso de

autgoxidaciéon fue seguido durante una hora.

3.5.1 Generacion de radicales libres por la Peroxisomicina Ai
y el Pirogalol en ausencia de sistemas enzimiticos
(microsomas).

La Tabla 23 muestra la concentracién de radicales libres

generados por la Peroxisomicina At y el Pirogalol, expresadas en

nmoles/mL/hr.
PIROGALOL PA: PAlL PAl PAL
706 ughul. S ug/mL 10 ug/mL 25 ug/mlL 50 tig'ml
§757+382 4036 + 231 5699 + 2.98 13479 £ 2.54 140.71 +3.08

Tabla 23. Concentracién de radicales libres obtenidos en un sistema in
vitro con la Peroxisomicina Al. El Pirogalol (5.6 UM 6 706 ug/mL) es el
control positivo.

Las vuidades son nmoles/mL/br.

®* Los resultadas soa ¢l promedio de 6 determinaciones.
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La Figura 24 mucstra la generacién de radicales libres, en base &

las diferencias de absorbancia en relacién al tiempo.

Parogalal (3.5 uM)
PAI S ugl)
P Al (10ghnl)
PAIQS upaL?
P Al (S0ughol]

SERE.

0 S5 1d 15 20 29 30 M & 45 W 5 &
Tiempo (eminnes)

Figura 24. Represcntacidn grdfica de la generacidn de radicales libres

por la Peroxisomicina Al y ¢! Pirogalol en ausencia de sistemas
enzim dticos (microsomas).

3.5.2 Generacién de radicales libres par la Peroxisomicina Ar

y el Pirogalol en presencia de microsomas de Macaca

mulata

La cantidad de radicales libres que fue se muestra en la Tabla 24,

PIROGALOL PAt PAx PA: PAu
706 pgfml 5 ng/ml 10 pg/ml. 2§ ug/mL 50 pg/mlL
1605 032 1718054 1975+ 1.02 Nn12+131 38171156

Tabla 24. Concentracién de radicales libres obtenidos con la
Peroxisomicing A) y el Pirogalol en presencia de microsomas de Macaca
mulata. El Pirogalal (5.6 oM 6 706 pg/mL) es el control positivo.

Las unidades son nmales/mL/hr.

* Log resultados son el promedio de 6 determinaciones.
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La Figura 25 muestra los resultados en base a las diferencias en

la absorbancia.

—=— Plrogalol (5.6 u)
—~0— P AL (S pp/ml)

—— P Al (10 4gimL)
—e— P ALZS pghmL)
—— P Al {50 ug/ral)

} 1 | T L] Al T

L] ]
O S 10 15 20 28 30 3% -'u 43 30 35 &0
Tempo (milrutos)

Filgura 25. Representacidn grifica de la generacién de radicales libres por

la Peroxisomicina Al y el Pirogalol en prescacia de microsomas de Macaca
mulata,

3.5.3 Generacién de radicales libres por la Peroxisomicina Ai
y el Pirogalol em presencia de microsomas de rata
Wistar
La cantidad de radicales libres generada por el Pirogalol y la

Peroxisomicina A1 se muestra en la Tabla 25.

PIROGALOL PAL PA1 PA: PAu
706 ng/mL 5 pg/ml 10 pg/ml 25 pgfml 50 jig/mL
4717+ 1.12 I838+2.09 3489 +£2.67 50231321 56061081

Tabla 25. Concentracién de radicales libres obtenidos con la
Peroxisomicinda Al en presencia de microsomas de rata Wistar, EIl
Pirogalol (5.6 pM 6 736 png/mL} es el control positivo.

Las unidades son nmoles/mL/hr,

& Los resultados son el promedio de 6 determinaciones.
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La generacién de radicales libres en presencia de los microsomas

de rata Wistar se presenta en la Figura 26.

a3

—&— Phogalol (5.6 uM)
ED —~a— P Al ugial)
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0.2 _— x —s— P Al pg/ral)
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Abs.  OLS

a M ——ar———ar

005
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9 3 10 13 20 333 W 3 @ ¢4 0 335 @
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Figura 26. Representacién grdfica de la generacién de radicales libres por
la Peroxisomicina Al y el Pirogalol en presencia de microsomas de rata
Wistar.

3.6 PROCESO DE INHIBICION DE LA AUTOOXIDACION Y
GENERACION DE RADICALES LIBRES DE LA
PEROXISOMICINA A: POR LA SUPEROXIDO DISMUTASA

Durante la evaluacién del proceso de inhibicién de la generaciém de
radicales libres com la Superdxido dismutasa (SOD), las coundiciones
experimentales fueron las mismas que se siguieron durante ¢l proceso de
generacidn de radicales libres. Las concentraciones de Peroxisomicina Al
y de Piragalol fueron las mismas y el periodo de evaluacidn también.

Las concentraciones de SOD utilizadas para la inhibicién del anién
superdéxido fueron 200, 250, 300 y 400 U/mL en ausencia de microsomas
y de 50, 100, 150 y 200 U/mL en presencia de microsomas de macaco y

de rata.
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J.6.1 KEfecto inhibitorio de la SOD sobre la generacién de
radicales libres por la Peroxisomicina A1 en ausencia de
sistemas enzimédticos (microsomas).

Se evalué la inhibicién de la generacidn de radicales libres por la
Peroxisomicina A1 por la Superdéxido dismutasa. El control

positivo fue el Pirogalol.

3.6.1.1 Efecto inhibitorio de la SOD sobre 1la
gemeracién de los radicales libres del Pirogalol
¢n ausencia de sistemas enzimdticos
Los resultados de la inhibicién de los radicales libres
producidos por e] Pirogalol (5.6 pM 6 706 ug/mL), conm
las diferentes concentraciones de la SOD, se muestran

en la Tabla 26.

[ soo oot e
I Q U/mL 87.57+3.82 0
200 U/mL El.36 £ 146 7.1
250 U/mlL 56.64 +2.03 is3
300 U/mL 51.29+ 1.88 41.4
400 U/mL, 35.07 + 2.59 r 599 J

Tabla 26. I[nhibicién de los radicales libres generados por el
Pirogsalul (5.6 pM ¢ 706 pg/mL) em presencia de difercates
dosis de SOD.

Los resultados son ¢l promedioc de 6 determinaciones.

La Figura 27 muestra en forma gréfica el efecte
inhibitorio producido con la SOD sobre los radicales

libres generados por el Pirogalol.
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Figura 27, Inhibicién de la generacién los radicales libres del
Pivrogsalol con las diferentes conceniraciones de SOD.

3.6.1.2 Efecto inhibitorlo de la SOD en la generaciin de
los radicales libres por la Perexisomicina A (5
Mg/mL) en ausencia de sistemas enzimdticos
Los resultados del efecto inbibitorio producido peor la
SOD en la generacidn de los radicales libres generados
por la concentracién méds baja de Peroxisomicina A1 se

muestran ¢n la Tabla 27.

SOD gy it
0 U/mL 4036 £ 2.31 Q
200 U/ml. 29.71 £ 3.29 264
250 U/miL 3.43 2 1.67 91.5
300 U/mL 0 100
I 400 UrmL 0 10

Tabla 27. Inhibicién de los radicales libres generados pous la
Peroxisomicinag Al (5 pg/mL), en presencia de diferentes dosis
de §AD.

Los resultados son el promedio de 6 determinaciones.
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La Figura 28 muestra la representacién grdfica de la
inbibicién de los radicales libres generados por la

Peroxisomicina Ai1.
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Figura 28. Inhibicion de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina Al (5 ug/mL) con las  diferentes
concentraciones de SOD.

3.6.1.3 Efecto inhibitorio de la SOD en la generacién de
los radicales libres por la Peroxisomicina Ai
(10 pg/mL) en ausencia de sistemas enzimdticos

Los resultados se muestran en la Tabla 28.

SOD AT inbaoreee
0 U/mL 6699 + 298 0
200 U/mL. 48,93 +3.25 r 269
250 U/mlL, 40.57 £ 2.28 4| 394
300 U/mlL 2036+ 2.93 699
400 U/mL 0 ! 100 i

Tabla 28, Inhibicién de los radicales libres gemerados por la
Peroxisomicina Al (10 pg/mL), en preseacia de diferentes dosis
de SOD.

Los resultados son e promedio de 6 determinaciones.
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La Figura 29 muestra los resultados de {8 inhibicién

producida por la SOD en forma grifica,

P Al (10 ug/ml)

f bttt
%
£

Ads.

Figura 29. Inhibicidn ds 10s radicales libres generedos por la
Peroxisomicina Al (10 ug/mL) com las diferentes
concentraciones de SOD.

3.6.1.4 Efecta inhibitorio de la SOD en [a generacién de
los radicales libres por la Peroxisomicina A:x
(25 pg/mL) en ausencia de sistemas enziméticos

Los resultados se muestran en la Tabla 29.

SO ER AL D Pyt AR,
0 Ufml F 13479+ 2.54 (3]
200 U/mL 12479+ 1.77 7.4
250 U/mL I 114.14 + 3.04 153
300 U/mi. 52.79 £ 0.98 60.8
400 U/ml. L Q 100

Tabla 29. Inhibicidén de los radicales libres generados por la
Peroxisomiciaa Al {25 pg/mL), en presencia de diferentes dosis
de SOD.

Los resultados son ¢l promedio de & determinaciones.
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La Figura 30 muestra los resultados obtenidos en forma

gréfica.

PAI (29 wyml.)

SERE.
3
k

024
Figure 30. Iphibicién de los radicales libres generados por la

Peroxisomicine Al (25 pg/mL) con las diferentes
concentracigaes de SOD.

3.6.1.5 Efecto inhibitorio de la SOD en la generacién de
los radicales libres por la Peroxisomicina A
(50 pg/mL) en ausencia de sistemas enzim4ticos
Los resultados de la inhibicién con la SOD se muestran

en la Tabla 30.

Radicales libres S de

SOD aroleshml/hr inhibicién
0 UsmL 140,71 £3.08 0
200 U/mi 122.64 + 2.97 I» 12.8 I
250 U/mlL 103.71 £ 2.36 26.3
300 UZmL 57.93 £2.06 | 58.8 ]
400 UfmlL 0 100

Tabla 30, Inhibicida de os radicales libres generados por la
Peroxisomicina Al (30 ug/mL), ¢n presencia de diferentes dosis
de SOD,

Los resultados scn el promedio de 6 determinaciones,
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Los resultados se muestran en forma grdfica en la

Figura 31.
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Figura 31. Inhibicidn de los radicales libres generados por la

Peroxisomicina At (50 ug/mL) con las diferentes
concencraciones de SOD.

3.6.2 Efecto inhibitorio de la SOD emn la gemneracion de
radicales libres producidos por la Peroxisomicina A ea
presencia de microsomas de Macaca mulata
En las evaluaciones sobre la inhibicién de los radicales libres por
la SOD, en presencia de los microsomas de Macaca mulata, las
concentraciones de Peroxisomicina Al fueroo las mismas que han
sido usadas durante todo el desarrollo experimental, pero en este

caso, las concentraciones de la SOD fueron 50, 100, 150 y 200
U/mlL.
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3.6.2.1 Efecto inhibitorio de la SOD en la generacién de
radicales libres producidos por el Pirogalol
(706 pg/mL), en presencia de microsomas de
Macaca mulata.
Las resultados de la inhibicién de los radicales libres

producidos por el Pirogalol se muestran en la Tabla 31.

SO0 iy iobaoise |
0 U/mL 16.65 +0.32 (8]
50 UsmL ---- ---- [
100 U/mL ---- ----
150 U/mL -vw- -
200 U/mL 13.42 +£0.97 L 194

Tabla 31. Inhibicién de los radicales libres generados port el
Pirogalol (5.6 pM 6 706 pLg/mL), con difercntes dosis dec SOD,
en presencia de microsamas de Macaca mulata.

Los resultados son ¢l promedio de 6 determinaciones.

En la Figura 32 se muestran los resultados en forma

grifica

93

—w— pirogajol (36 uM)
—— 20 Uhal
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Figura 32. Iohibicién de los radicales libres generados por el
Pirogalol (5.6 uM ¢ 760 pg/mL) coo las diferentes
concentraciones de SOD, en presencia de microsomas de Macaca
mulatg.
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3.6.2.2 Efecto inhibitorio de la SOD en la generacién de
radicales libres producidos por la
Peroxisomicina A1 (5§ pg/mL), en presencia de
microsomas de Macaca mulata.
Los rtesultados de la inhibicién de la generacién de
radicales libres por la Peroxisomicina A1 en presencia

de los microsomas de Macaca mulata se muestran ¢n la

Tabla 32.
sOD motesrame ihibicion
0 U/mL 17.18+ 0.54 0
S0 U/mL 1195+ 1.30 304
100 U/mL 0 100
150 U/mlL. a 100
200 U/mL g 100

Tabla 32. Inhibiciéo de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina Al (5 lg/mL), con diferentes dosis de SOD, en
presencia de microsomas de Macaca mulata.

Los resultados san el pramedio de 6 determinaciones,

La Figura 33 muestra la representacién grifica de los
tesultados de la inhibicién de los radicales libres

generados por la Peroxisomicina A1 con las diferentes

concentraciones de SOD,
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Figoura 33. [nhibicién de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina Al (5 pg/mL), con las diferentes
concentraciones de SOD, en presencia de microsomas de Macaca
mulata.

3.6.2.3 Efecto inhibitorio de la SOD en la generacién de
radicales libres producidos por la
Peroxisomicina A1 (10 pug/mL), en presencia de
microsomas de Macace mulaia.

Los resultades se muestran en la Tabla 33.

soD oy by B h A
0 U/mL 19751+ 1.02 0
50 U/milL 28,68+ 1.28 56.1
100 U/mL g | 100
150 U/mil. (4] 1X)
200 UL 0 | IR

Tabla 33. Inhibicién de los radicales libres genmerados por la
Peroxisomicina Al (10 pg/mL), con diferentes dosis de SOD,
ep presencia de microsomas de Macaca mulata.

Los resultados son el promedio de 6 determinaciones,

Los resultados se muestran en forma grédfica en la

Figura 34,
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Figura 34, Inhibicién de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina A1 (10 pug/mL), com las  diferentes
concentraciones de SOD, en prescncie dc microsomas de Macaca
mulata,

3.6.2.4 Electo inhibitorio de la SOD en la generacién de
radicales libres producidos por la
Peroxisomicina A1 (25 pg/mL), en presencia de
microsomas de Macaca mulata.
Los resultados de la inhibicién de la generacidn de

radicales libres se muestran en la Tabla 34.

so0 TRl e
0 U/mL 32.22+1.31 0
50 U/mL 6.00 + 0.87 814
100 U/mlL 33111.18 89.7
150 Usml, 0 100

200 U/mL 0 100

Tabla 34. Inhibicidn de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina Al (25 pg/mL), con diferentes dosis de SOD,
en presencia de microsomas de Macaca mular a.

Los resultados son el promedio de 6 determinaciones.
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Los resultados se muestran en forma grifica en la

Figura 35.
05
~8— P Al ypml)
04 —— 0Vl
03 —a— (00 Ul
02 —t— 150 VAl
—i— 200 Ufud.
Aba.

Figura 35. Inhibicidn de los radiceles libres generados pot la
Peroxisomicina Al (25 pg/mL), con las  diferentes
concentcaciones de SOD, en presencia de microsomas de Macaca
muiata.

3.6.2.5 Efecto inhibitorio de la SOD en la generacidin de
radicales llbres producidos por la
Peroxisomicina A1 (50 pg/mL), en presencia de
microsomas de Macaca mulata.

Los resultados se muestran en la Tabla 35.

soo | deusim [ wa
g U/mL 38.17 1t 1.56 I L 4]
50 U/mlL 10.67 £ 1.73 l 71.4
100 U/mL 6,79+ 1.06 I 82.2
150 U/ml. S09+£091 I 86.7
200 U/mi. 3.01 £1.37 I 92.1

Tubla 35. Inhibicién de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina Al (50 pg/mL), con diferentes dosis de SOD,
en presencia de microsomas de Macaca mulara

Los resultados 500 el promedio de § determinaciones,
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La Figura 36 muestra los resultados en forma gréfica.
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Figura 36. Inhibicién de los radicales libres gemerados por la

Peroxisomicina Al (50 pg/ml), con

las

diferentes

concentraciones de SOD, en preseacia de microsomas de Macaca

mulala.

3.6,3 Efecto imnhibitorio de la SOD en la generacidn de

radicales libres producidos por la Peroxisomicina A1 e¢n

presencia de microsomas de rata Wistar

Para realizar las evaluaciones de la inhibicién de la generacién de

radicales libres producidos por la Peroxisomicina A1 y el

Pirogalol, can presencia de los microsomas de rata Wistar, se

utilizaron las mismas concentraciones de SQOD.

3.6.3.1 Efecto inhibitorio de la SOD en la generacién de

radicales libres producidos por el

Pirogalol

(706 pg/mL), en presencia de microsomas de

rata Wistar.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 36,
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SO0 N clenrealy I inhabien
0 U/mL 47. 17+ 1.12 L a
50 Ufml. e —
100 U/mL - ----
150 U/mL S ——--
I 200 U/mL 2878 £ 2,04 L 38.0

Tabla 36. Inhibicién de los radicales libres geoerados por el
Pirogalol (5.6 pM 6 706 (Lg/mL), cou diferentes dosis de SOD,
en presencia de microsomas de rata Wistar.

Los resultados son el promedio de 6 determinaciones.

La Figura 37 muestra los resultados en forma grifica,

—m= Ptrogsiol (5.5 M)
~9— AL U/ml

v U 1 T 17 1 1
g 9 W 1 W I 0 33 M4 448 0 I 0

1 L | T |

Thampo {rsimtow)
Figura 37, Inhibicidn de los radicales libres generadaos por el
Pirogalol (5.6 uM o 706 pmg/mL), com las diferentes

copcentraciones de SOD,; en presencia de los microsomas de rata
Wistar.

3.6.3.2 Efecto inhibitorio de la SOD en la generacidén de
radicales libres producidos por la
Peroxisomicina A1 (5 pg/mL), en presencia de
microsomas de rata Wistar,
Los resultados de la inhibicién de la generacién de

radicales libres se muestran en la Tabla 37.
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SOD frmminey imibicion
0 UfmL 28.38 + 2.09 0
S0 U/mL 4.16 £2.31 854
I 100 U/mL 0.68 + 1.96 97.6
150 U/mlL 0] 100
200 UAmL 0 100

Tabla 37. Inhibicidén de la generacién de radicales libres por
la Peroxisomicina Al (5 g/mL ), con diferentes dosiy de SOD,
en presencia de microsomas de rata Wistar.

Lok resuitados san el promedio de & determinaciones.

La Figura 38 muestra la representacién grifica de los

resultados,
0.18
= —=— PAL{f py/ml)
’ —— 30U/l
a0
—— 100 UfmL
0 —=— T UlxnL
Q.05 e 290 Udval,
Aba

.15

Flglll:l 38_._Inhibici6n de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina Ay (5 pug/mL), con las diferentes

concentraciones de SOD, en presencia de los microsomas de rata
Wistar,

3.6.3.3 Efecto inhibitorio de la SOD en la generacién de
radicales libres producidos por la
Peroxisomicina A1 (10 pg/mL), en presencia de
microsomas de rata Wistar.

Los resultados se muestran en la Tabla 38.
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| soD Hadicucs ore e |
0 U/mL 34 89 + 2.67 D I
l S0 U/l 6.89 +0.82 80.2 l
I 100 U/mL 1.05 +2.55 97 I
150 U/mL 0 100 I
200 UrmL o 100 J

Table 38. [nhibicién de los radicales libres generados
generado por la Peroxisomicina Al {10 pg/mL), con diferentes
dosis de SOD, en presencia de microsomas de rata Wistar.

Las resul{ades son ¢l promedio de 6 determinaciongs.

La Figura 39 muestra la representacién grifica de estos

resultados.
a2
; - PFAL(Ougml)
ol
~8~ 30 Uiml
@l
—a— 100 Wl
0035
—— |30 Ul
ki —i— 200 Uil
A 905
0.1
Q18
0.2
025
03

Figura 39. Inhibicién de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina Al (10 pg/mL), con las diferentes
concentracianes de SOD, en prescncid de los microsomas de cata
Wistar,
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3.6.3.4 Efecto inhibitorioc de la SOD en la generacién de
radicales libres producidos por la
Peroxisomicina A1 (25 pg/mlL), en presencia de
microsomas de rata Wistar
Los resultados de la inhibicién de radicales libres se

muestraa en la Tabla 39.

SoD Radicalor Loee e 1
g U/ml. 50.23 + 3.21 a
50 U/mL 16.3 £ 3.18 67.5 |
100 U/mL 7.34 +£2.90 854 1
150 U/mlL 0 100
| 200 U/mlL. (4] 100 I

Tabla 39. Inhibicién de los radicales libres generadas por la
Peroxisomicina Al (25 pg/mL), con difercaies daosis de SQD,
en presencia de microsomas de rata Wistar.

Los resultados son ¢l promedio de 6 delerminaciones.

La Figura 40 muestra los resultados en forma grifica.

P Al (23 ughml}
0 Uil
100 Wl
159 Wl

ttetd

4.1

41

Q93

Figura 40. Inhibicién dc los radicales libres gemerados par la
Peroxisomicina A1 (25 jpg/mL), con las diferentes
cancentraciones d¢ SOD, en presencia de los microsomas de rata
Wistar,
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3.6.3.8 Efecto inhibitorio de la SOD en la generacién de
radicales libres praducidos por la
Peroxisomicina A:1 (50 pg/mL), en presencia de
microsomas de rata Wistar,

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 40.

[ soo Radicales lovs i |
0 U/mL 56.06 + 0.81 ] |
50 U/mL 1892+ 2.13 66.3 1
100 U/mL 11.5+1.85 79.5
150 U/ml 2.18%+ 133 96.1

I 200 U/ml. 0 l 100

Tabla 48. Inhibicidén de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina A! (50 pg/mL), con diferentes dosis de SOD,
en presencia de microsomas de rata Wistar.,

Los resultados son el promedio de 6 determinaciones.

La Figura 41 muestra la representacién gréifica de los

cesultados,

P AL (S ag/wl]
39 Vhal

100 Wml
150 Uhal.
200 Wil

bttt

Figurs 41. [ohibicién de los radicales libres gemerados por la
Peroxisomicina Al (50 |JWg/mL), con las diferentes
concentraciones de SOD, en presencia de los microsomas de rata
Wistar.
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3.7 PROCESO DE INHIBICION DE LA AUTOOXIDACION Y
GENERACION DE RADICALES LIBRES DE LA
PEROXISOMICINA A1 POR LA CATALASA

Para valorar una posible inhibicién de la generacién de otros radicales
libres como el radical hidroxilo, se realizaron pruebas con la Catalasa.

El trabaja experimental fue recalizado bajo las mismas condiciones que se
siguieron durante la evaluacién de la inhibicién de l1a generacién de
radicales libres con la SOD y las concentraciones de Catalasa utilizadas

para la inhibicién fueron 25, 50, 100 y 200 U/mL.

J.7.1 Efecto inhibitorio de Ia Catalasa sobre la generacion de
radicales libres por la Peroxisomicina Al en ausencia
de sistemas enzimdaticos (microsomas).

Se evalud la posible inhibicidn de la generacién de radicales
libres (especificamente el radical hidroxilo) de la Peroxisomicina
A1 y el Pirogalol con la Catalasa, en ausencia de los sistemas

enziméticos aportadas por los microsomas.

3.7.1.1 Efecto inhibitorio de la Catalasa sobre Ila
generacién de los radicales libres del Pirogalel
en ausencia de sistemas enziméticos
Los resultados de la inhibicién de los radicales libres

producidos poar el Pirogalol (706 pg/mL), con las
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diferentes concentraciones de la Catalasa, se muestran

en la Tabla 41.

Radicales Libres
| CATALASA iy e
| 0 U/mL | 87.87 +1.82

25 U/mL o = T

100 U/mL ---- -==--

—

50 UAmi ees- ---- |

200 U/mL I 61.71 £2.63 29.5

Tabla 41. Inhibiciéa de los radicales libres generados por ¢l
Pirogalol (5.6 pM & 706 pg/mL), con difercotes dosis de
Catal asa, en auscacia de sistemas enzim fticos.

Los resultados son el promedio de 6 determinaciones.

Los resultades se¢ muestran en forma gréfica en la

Figura 42.

93

-8 Purogulol (3.6 uM)
—_— muf‘

a3

Abs 003

al

Q3

L S o e St B S S p I e m |
¢ 3 10 ¥ VW I XN I3 KN & W N K

Tieapo {minutos)

Figura 42. Inhibicién de los radicales libres generados por el
Pirogalol (5.6 uM & 706 pug/ml), con las diferentes
concentraciones de Catalasa, en ausencia de sistemas
enzimdticos.
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3.7.1.2 Efecto inhibitorio de la Catalasa em la

generacién de los radicales libres por 1la
Peroxisomicina A1 (5 pg/mL) en ausencia de
sistemas enzimiticos

Los resultados se muestran en la Tabla 42.

CATALASA g i e g
0 U/mL 40.36 £ 2.31
25 UtmL 19.93 £ 1.23
50 U/mL 0 100
100 U/mL 0 100
200 U/mL 0 100

Tabla 42. Inhibicidn de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina Al (5 pg/mL), en presencia de diferentes dosis
de Catal asu.

Los resultados son el promedio de § determinaciones.

En la Figura 43 se muestra la representacion gréfica de

los resultados.

“ ] ~a— PAl{Sughl]

0.05 —i— 15 Uleal
= 50 Uml
—— 100 Wul

i == 200 UmL
-u.u-/ NN aes
.u-/‘_,_,.—v—'
Thempo (miwoos)
433~

Figura 43. Inhibicidm de los radicales libres generados por ls

Peroxisomicina A1 (5§ pg/mL) <con las diferentes
concentraciones de Catal asa.
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3.7.1.3 Efecto inhibitorio de 1la Catalasa en la

generacién de los radicales libres por la
Peroxisomicina A1 (10 pg/mL) en ausencia de
sistemas enzimdéticos

Los resultados se muestran en la Tabla 43,

CATALASA i onbe ) g A a
0 U/mL 66.99 + 2.98 o
23 U/mL 23.43 + 0.95 63
50 U/mL ) 100 I
100 U/mlL 0 100
200 U/mL ) 100

Tabla 43. Inhibicidn de fos radicales libres generados por la
Peroxisomicina Al (10 pg/mL), en presencia de difereates dosis
de Catal asa,

Los resultados son ¢l promedio de 6 determinaciones.

Los resultados de esta inhibicién se muestran en forma

gréfica en la Figura 44,

Q]
—&= PAL0 pgral)
008+
. —~ 33 Ufal
0 Loy AT —— 30 Uil
05 19 15 0 25 ™ 33 Q0 ¢ 0 55 & —— 190 Ul
S 5 ol j - o ‘_-_'__/ —t W0 Yl

019+

Tiempo (mézutos)

Figura 44 Inhibicién de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina A1 (10 pg/mL) coo las  difereates
concentraciones de Catalasa.



82

3.7.1.4 Efecto Iinhibitorio de 1la Catalasa en la

generacién de los radicales libres por la
Peroxisomicina A1 (25 pg/mL) en ausencia de
sistemas enzimdticos

Laos resultados obtenidos con esta dosis se muesStran en

la Tabla 44.
CATALASA
0 U/mL 134.79 £ 2,56
25 U/mL 2586+ 341 80.8
50 U/mlL 100
100 U/mL 100
200 U/mL 100 J

Tabla 44. Inhibicién de lgs radicales libres gencrados por la
Peroxisomicina Al (235 pg/mL), en prescncia de diferentes dosis
de Catal asa.

Los resultados son el promedio de 6 determinaciones.

Los resultados se presentean en forma grédfica en la

Figura 435,
P Al (25 ug/mlt
pigt, ' B
30 Ural
100 (Vmd.
N0 Urml
Alm

Figura 45. Inhibicién de 105 radicales libres generados por la
Peroxisomicina A1 (25 |g/mL) <con las  diferentes
cancentraciones de Catalasa.
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3.7.1.5 Efecto inhibitorio de la Catalasa en la

generaciéon de 1los radicales libres por Ila
Peroxisomicina A1 (50 pg/mL) en ausencia de
sistemas enzimdticos

Los resultados abtenidos se muestran en la Tabla 45.

CATALASA R T inhebieide
0 U/mL 140.71 +3.08 0
25 UfmL 35.86 + 3.77 74.5
50 U/ml. 8.71 234 933
100 U/mL ) 100
200 UL ) | 100

Tabla 45, Inhibic¢cidn de 108 radicales libres generados por la
Peroxisomicing A1 (50 pg/mL), eu presencia de diferentes dosis
de Catal ass.

Los resultados son el promedio de 6 determinaciones.

Los resultados se muestran en forma grifica en la

Figura 46,

P Al {3 ygiml)
13 Ul
A Ul
100 Urml
200 VAl

it d

Figurs 46, Inhibicidn de los radicales libres generados por la

Peroxisomicine Al (30 pg/mL) com las diferentes
concenlraciones de Catalasa,
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3.7.2 Efecto inhibitorio de la Catalasa en la generaciénm de
radicales libres producidos por la Peroxisomicina A1 en
pPresencia de microsomas de Macaca mulata
Se evalué la inhibicién de la generacién de radicales libres de la
Peroxisomicina Al y el Pirogalol con la Catalasa, en presencia de

los microsomas de Macaca mulata.

3.7.2.1 Efecto inhibitorio de Ja Catalasa en Ila
generacién de radicales libres producidos por
el Pirogalel (706 pg/mL), en presencia de
microsomas de Macaca mulata.
Los resultados de¢ la inhibicién de los radicales libres
producidos por el Pirogalel, con las diferentes

concentraciones de la Catalasa se muestran en la Tabla

46.

CATALASA R el intibisidn ]

0 U/mL 16.65 + 0.32 o |
——a

25 UfmL -~ -
50 UAmL L -
100 U/mL - i ----
200 U/mL o 100 I

Tabla 46, Inhibicion de los radicales libres generados por el
Pirogalol (5.6 pM & 706 ug/ml), con diferentes dosis de
Catalasa, en presencia de microsomas de Macaca mulata.

Los resultados son el promedio de 6 determinaciones,

La Figura 47 muestra 1os resultados en forma gréfica.
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33
—&— Pirogalol (3.4 uM)
L& ]
—— W0 UmL
Q15
a2
als

Figura 47. Inhibicién de los radicales libres generados por el
Pirogalol (5.6 uM ¢ 760 pug/mL) con las diferentes
concentraciones de Catalasa, en presencia de¢ i0s micrasomas de
M acaca mulat a.

Efecto imhibitorie de la Catalasa en la
generacién de radicales libres producidos por
la Peroxisomicina A1 (5 ug/mL), en presencia
de microsomas de Macaca mulata,

Los resultados obtenidos con la dosis méds baja de
Peroxisomicina Al en presencia de los microsomas de

Macaca mulata se muestran en la Tabla 47,

CATALASA Radiosios livs™ | inhibicisn
0 U/mL 17.18 £ 0.54 I 0
25 U/mL 0 100
' 50 UfmlL 0 100
I 100 U/mL Q 100
200 U/mL 0 100 J

Tabla 47. Inhibicién dc los radicales libres gemerados por la
Peroxisomicina Al (5 pg/mL), coun diferentes dosis de Catal asa,
en prescucia de microsomas de Macaca mulata.

Los resultados son ¢l promedio de 6§ determinaciones.
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La Figura 48 muestra la representacién grdfica de los

resultados.

P ALY wp/ml)
3 UMl

30 Ukl

100 Ul

200 Uhnl

bttt

Figura 48. Inhibicidn de los radicales libres generados por (a
Peroxisomicina A1 (5 pg/ml), con las diferentes
cancentracioncs de Catalass, en presencia de los microsomas de
Macaca mulata.

3.7.2.3 Efecto inhibitorio de la Catalasa en la
generaciéon de radicales libres producidos por
la Peroxisomicina A1 (10 pg/mL), en presencia
de microsomas de Macaca mulata.

Los resvltados se muestiran en la Tabla 48.

==
CATALASA ek vy
0 UfmL 19.75 + 1.02
25 UrmL 0
= —
S0 UsmL | 0
— =
too/mL | 0
200UmL | 0 100 J

Tabla 48, Inhibicién de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina At (10 pug/mL), con diferentes dosis de
Catalasa, en preseacia de microsomas de Macaca mulata.

Los resultados san ¢l promedio de 6 determinaciones.
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Los resultados se muestran en forma gréfica en la

Figura 49.
01y
- -8 FAl (I0ug/ml)
0.5 i
&i —i— %0 Uhol
- —— 100 UAsl
—e— 200 Urml.
Abe a

-0.05
Q1
-0.15

0.1

023
Flgntfa 49. lanhibicién de los radicales libres generados par la
Peroxisomicina A1 (10 pg/mL), <¢on las diferentes

concentraciones de Catalasa, ¢n preseucia de lgs micrgsomas de
Macaca mulata.

Efecte inhibitorio de 1la Catalasa en la
generacidn de radicales libres producidos por
la Peroxizsomicina A: (25 pg/mL), en presenmcia
de microsomas de Macaca mulata.

Los resultados de la inhibicién de la generacién de
radical hidroxilo de la Peroxisomicina A1 a la

concentracién de 25 pg/mL se muestran en la Tabla 49,
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— —
CATALASA iy mrbicice
0 U/mL 32.22 + 1.31 0
25 U/mL 0 100
S0 U/mL 0 100 |
100 U/mL 0 100
200 U/mL 0 100

Tabls 49, Inhibicidn de los radicales libres generados por la
Peroxisomicima Al (25 pg/ml), conrn diferentes dosis de
Cautalusa, en presencia de microsomas de Macaca mulara.

Los resultados som ¢l promedio de 6 determinaciones.

La Figura SO muestra los resultados en forma grdfica.

0‘,_
—E= PA((2Ypg/ml)
o4 —~— 25 Uhdl
03+ - 50 Wl
024 —o— 100 Ut
—t— 200 U/l
Abs. G0+

FXE Tiewmp< (mingos)

Figura 50. Inhibicién de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina Al (25 jpmg/mL), «con las diferentes
coocentraciones de Catalasa, en presencia de los microsomas de
Macaca mulara.

Efecto Inhibitorio de la Catalasa en Ila
generacién de radicales libres producidos por
la Peroxisomicina Ai1 (50 pg/mL), en presencia
de microsomas de Macaca mulata.

Los resultados se muestran en la Tabla 50,
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CATALASA sty oy b I
0 U/mL 38.17 £ 1.56 0
25 UsmL 2.92 £0.76 92.3
50 U/mL 0 100
100 U/l 0 100
200 UrmiL 0 100

Tabla 50. Inhibicién de los radicales libres generados por la
Peroxisomicing Al (50 pg/mL), con diferentes dosis de
Catalasa, en presencia de microsomas de Macaca mulata.
Los resultados son ¢l promedio dz 6 determinaciones.

La Figura 51 muestra estos resultados en forma grifica.

529

24 Tiemaps (minuoe)

Figura 51. Inhibicién dc los radicales libres generados por la
Peroxisomicina At (50 jpug/mL), con
concentraciones de Catalasa, ea prescrcia de los micrasomas de

Macaca mulai a.

3.7.3 Efecto imhibitorio de la Catalasa em la gemeracién de

radicales libres producidos por la Peroxisomicina A1 en

presencia de microsomas de rata Wistar

También se evalué la inhibicién de la generacién de radicales

libres de la Peroxisomicina A1 y el Pirogalol con la Catalasa, en

presencia de los microsomas de rata Wistar.

=& PAl(J0ug/mL)
—— IVl
—&— 3 UMl
—e— 100 Ul
—— 300 Ul

las

diferentes
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3.7.3.1 Efecto inhibitorio de 1a Catalasa en Ia
generacidn de radicales libres producideos por
el Pivogalol (706 pg/mL), en presencia de
microsomas de rata Wistar.
La inhibicién la generacién de radicales libres del
Piragalol por la Catalasa, en presencia de microsomas

de rata Wistar, s¢ muestra en la Tabla S1.

[ caracasa | i w28 |
0 U/mL 47.17 £ 1.12 o
25 U/mL i I i
50 UsmL b '
100 U/mL nim = s
L 200 U/mL 21.64 £ 1.06 | 54.1

Tabla 81, [nhibicién de los radicales libres generados por el
Pirogalol (5.6 uM 6 706 pg/mL). con diferentes dosis de
Catalass, en presencia de microsomas de rata Wistar,
Los resul tados son ¢l promedio de 6 determinaciones.

La Figura 52 muestra los resultados en forma grifica.

—=— Fiogalol 3.6 ubf)
— 300 Y

T 1.1 —r .1
3§ 0 B AW B W W WL WY W

o Thempo [mingeoy]

Figura $2. Iuhibicidén de los radicales libres generados por el
Pirogalol (5.6 uM ¢ 706 upg/mLl), cou las diferentes
concentraciones de Catalasa, en presencia de los microsomas de
rata Wisgtar.
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3.7.3.2 FEfecto inhibitorio de 1la Catalasa ea Ila
generaciéon de radicales libres producidos peor
la Peroxisomicina A1 (§ ug/mL), en presemcia
de microsomas de rata Wistar.

La iahibicidn se muestra en la Tabla 52,

CATALASA ubmtion | B
0 U/mL, 28.38 %+ 2.09 | 0
25 U/mlL 574 £1.38 79.7 |
50 U/l 1221+ 1.04 I 95.7
100 U/ml. 9 100
200 U/mL 0 | 100

Tabia 52. Inhibicién de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina Al (5 pg/mL), con diferentes dosis de Catalasa,
en presencia de microsomas de rata Wistar,

Los resul tadogs son ¢l promedic de 6 determinaciones.

La Figura 53 muestra la representacién grifica de los

resultados.

P AL pg/ml)
25 Utml.
30 Uml.
100 Ll
200 U/l

it

Figura 53. Imhibicién de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina Al (5 pg/mL), «c¢con las diferentes
concentraciones de Catalasa, en presencia de los microsomsas de
rata Wislar,
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3.7.3.4 Efecto inhibitorio de la Catalasa en la

generacién de radicales libres producidos por
la Peroxisomicina A1 (10 pg/mL), en presencia
de microsomas de rata Wistar.

Los resultados se muestran en la Tabla 53.

CATALASA | PaiisMiok Libse 8 |
0 U/mL | 14.89 + 2.67 | Q |
23 U/mL 7.95% 1.56 77.2 |
50 U/mL 494 +205 8538
100 U/mL Q 100 |

00u/mL | 0 100 |

Tabla §3. Inhibicién de los radicales libres gemerados por la
Peroxisomicina Al (10 gg/mL), con diferentes dosis de
Catalasa, en presencia dc microsomes de rata Wistar.
Los resultados son el promedio de é determinaciones.

La Figura 54 muestra la representacién gréifica de estos

resultados.

P AL[I0ugiml)
Lurml,
30 U/ml.
100 U/mL
200 Utal,

tidds

Figora 54. Inhibicidn de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina Al (10 jug/mL), con las diferentes
concentraciones de Catalasa, en presencia de los microsomas de
rate Wistar.
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3.7.3.4 Efecto inhibitorio de la Catalasa en Ila

generacién de radicales libres producidos por
la Peroxisomicina A1 (25 pg/mL), en presencia
de microsomas de rata Wistar.

La inhibicién de los radicales libres generados por la
Peroxisomicina A1 en la concentracién de 10 pg/mL en
presencia de los microsomas de rata Wistar se muestra

en la Tabla 54.

CATALASA o deying bibicisin
0 WmL 59.23 + 3.21
25 U/mL. 16.09 + 0.97 67.9
50 U/mL, 9.88+£1.18 80.3
100 U/mL 0 100 I
200 U/mL 0o I 100 I

Tabla 54. Inhibicién de los radicales libres generados por |a
Peroxisomicina Al (25 pg/mL), con diferentes dosis de
Catalasa, en presencia de microsomas de rata Wistar.
Los resul tados son el promedio de 6 determinaciones.

Los resultados se muestran en forma grifica en la

Figura 55.
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Figura 55, Inhibicién de los radicales libres generados por la
Peroxisomicioa At (2§ jug/mL), con las diferentes
concentraciones de Catalasa, en presencis de los microsomas de
rata Wistar,

Efecto inhibitorioc de 1la Catalasa en Ila
generacién de radicales libres producidos por
la Peroxisomicina A1 (50 pg/mL), en presencia
de microsomas de rata Wistar.

La inhibicién con la conceatracién de 50 pg/mL de

Peroxisomicina Al se muestran en la Tabla §5.

| cataLasa By s i

l 0 U/mlL 56.06+£0.381 4]
25 U/mL 21.01 x£1.23 &62.5

I 50 Urml. 17483+ 1.48 68.8

l 100 U/mlL 244 £ [.36 95.6
200 UAnL Q 100

Tabls 55, Izhibicién de los radicales libres genmerados por la
Peroxisomicina Al (50 pg/mL), con diferenites dosis de
Catalass, en presencia de microsomas de rata Wistar,
Los resultados son el promedio de § determinaciones.
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La Figura 56 muestra la representacién gréfica de los

resultados.

F Al (30 pg/ml)
25 U/ml
30 Ul
100 U/mlL.
30 Uhall

bttt

Figura 56. Inhibicidn dc los radicales libres gemeradas por la
Peroxisomicina At (50 pug/mL), <coo las diferentes

conccatraciones de Catalass, en presencia de los microsomas de
rata Wistar,



CAPITULO 4

DISCUSION

El interés de evaluar la interaccién de la Peroxisomicina A« con
las enzimas del sistema enzimético microsomal de las monooxigenasas de
funcién mixta se debié a que, actualmente, esa substancia estd siendo
utilizada como agente antincopldsico en ensayos clinicos, en la fase I.
Asi, las estudios de las interaccioncs metabdlicas, camo de la generacién
de radicales libres por parte de la Peroxisomicina Ai, pudieran dar unea
orientacién de lo que sucede durante el paso de esta substancia en el
organismo,

Debido a que existen variaciones interespecie en la actividad
enzim4tica microsomal ), se seleccionaron dos especies, la rata y el
macaco, para cvaluar la interaccién de la Peroxisomicina Ai con las
enzimas del sistema de monooxigenasas de funcién mixta.

De este modo, ¢l uso de estas dos especies, rata Wistar y Macaca
mulata nos permitié evaluar, ademids de la interaccién y posible
metabolismo de la Peroxisomicina Ai, las diferencias que pudieran existir

interespecie.

Las enzimas evaluadas fueron: el Citocromo P-450, la NADH
Citocromo bs reductasa, la NADPH Citocromo P-450 reductasa y la

cantidad de Hemoprotefnas totales, pues son las enzimas mds importantes

96
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del sistema de las monooxigenasas de funcidon mixta y son las encargadas
de metabolizar la mayoria de los compuestos enddgenos y/o exégenos.

Las concentraciones de Peroxisomicina A1 de S, 10, 25 pg/mL
fueron seleccionadas debido a que son semejantes a las concentraciones
que han sido utilizadas pare evaluar ¢l efecto antineopldsico en los
cultivos celulares 7).

Posteriormente, fue seleccionada la dosis de 50 pg/mL porque en
los experimentos iniciales, donde se determind la actividad de la enzima
NADPH Citocromo P-450 reductasa en los microsomas de rata, no se
observaron cambios significatives con las concentraciones ya
mencionadas de Peroxisomicina A1 y se pensé que, quizd con un
incremento en la concentracidn, a S0 ug/mL, se podria obtener un efecto
significativo en la actividad de esta enzima,

M4s tarde, cuando los resultados obtenidos con esta enzima en
los microsomas de rata, fueron ecvaluados estadfsticamente tampoco s¢
observaron diferencias significativas con la concentracién de 50 pg/mL.
Sin embargo, en los microsomas de Macaca mulata y en las
determinaciones de la actividad de las otras enzimas, si se observaron
diferencias significativas, adn con la concentracién mds baja de
Peroxisomicina Ai.

Por otra parte, debido que los resultados obtenidos en las
determinaciones enzimdticas fueron diferentes a lo esperado, estas
evaluaciones fuerom repetidas con un nuevo lote de Peroxisomicina Ar,
para descartar si los resultados obtenidos pudieran ser atribuidos a una

posible alteracién del compuesto.



98

4.1 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DEL CITOCROMO
P-4540

La concentracién de Citocromo P-450 reducido es una medida
directa de la actividad de las monooxigenasas de funcién mixta debido a
que estas enzimas catalizan las reacciones de O6xido-reduccién del
Citocramo P-450, una hemoprotelna que actia como oxidasa terminal de
este sistema. As{, umn aumento en la concentracidm del producto
(Citocromo P-450 reducido), indica un aumento en la actividad
enzimitica “),

La evaluacién de la interaccién de la Peroxisomicina A1 con el
Citocromo P-450 reducido nos indica que esta substancia ¢s metabolizada
por las monooxigenasas de funcién mixta y que durante este proceso se
producen radicales libres.

Las determinaciones del Citocromo P-450 se realizaron con las
diferentes concentraciones de la Peroxisomicina A1 en preseacia de los
microsomas de Macaca mulata y de rata Wistar. Ademds, también se
realizaron evaluaciones de la coucentracién del Citocromo P-450 reducido
después de incubar a los microsomas con la Peroxisomicina A a 37 °C

durante una hora.

En los resultados obtenidos de la evaluacién de la interaccién
Peroxisomicina A1 con el sistema de las monooxigenasas de funcidn
mixta, en los microsomas de Macaca muiata no incubados (Tabla 7) se
observé un efecto bifisico, con una disminucién de la actividad con

respecto al control, de las enzimas microsomales con las dosis de S y 10
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pg/mL de Peroxisomicina Ai, seguida de un posterior aumento com |a
dosis de 25 pg/mL. La dosis de 50 pug/mL nc mostré diferencias

estad {sticamente significativas.

La inhibicién de la actividad enzim4ética observada con las dosis
de Sy 10 ug/mL pudiera ser debida a que la Peroxisomicina Ar se una
fuertemente y por periados prolongados a la enzima y, de esta manera,
sea metabolizada lentamente.

El aumento en la actividad enzimdtica observado con la dosis de
25 ug/mL quizd se deba a que, con esta dosis se presente un fenémeno
inicial de saturacion de los sitios de uni6n a la enzima y, asi, una
concentracién més alta de Peroxisomicina A1 podrfa generar, por un
mecanismo de retroalimentacién negativa, que una cierta cantidad de
enzima inactiva pudiera activarse.

En relacién a la dosis de 50 pg/mL, donde no se observaron
diferencias significativas con respecto al control, pudiera presentarse un
fenémeno de saturacién total de los sitios de unién, ya que cuando un
compue¢sto es metabolizado lentamente o estd en concentraciones muy
altas, el sitio activo de la enzima permanece ocupado por largos periodos
y esto puede llevar a una inhibiciébn enzimética, que posteriormente,
produzca una desrepresidn gendmica y asf, una sintesis acelerada de la
enzima ¥,

Otra eaplicacién posible podrfa ser la disponibilidad de
donadores de electrones (NADPH o NADH), indispensables para la

actividad de las enzimas del sistema de monooxigenasas de funcidn

mixta, ya que si las conceatraciones de un compuesto son muy altas, los
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donadores de clectrones no son suficientes y esto conduciria a una
disminucién en la actividad enzim4tica ',

Ademés, debido a su estructura quimica la Peroxisomicina A
puede generar radicales libres y puede formar complejos con el
Citocromo P-450 y dafar al reticulo endopldsmico o a los microsomas, lo

que también produce una pérdida de la actividad enzimética ¥.7.8)

Cuando se incubaron los microsomas a 37 °C durante una hora
con las diferentes concentraciones de la Peroxisomicina A (Tabla 8),
tamhién se observd un comportamiento bifdsico, en donde si bien las
concentraciones de 5 y 10 pg/ml de Peroxisomicina Al no mostraron
diferencias significativas con respecto al control, la dosis de 25 pug/mL si
lo hizo y, nuevamente, con la concentracidén de 50 pg/mL no se observd

una diferencia significativa.

En ¢l caso de la interaccién de la Peroxisomicioa A( con las
monocXigenasas de funcién mixta presentes en los microsomas de rata
Wistar {Tabla 9), las concentraciones de 5, 10 y 25 ug/mL no mostraron
diferencias significativas con respecto al control y s6lo con la dosis de

50 ug/mL, se aprecia una inhibicién en la actividad enzimética.

Con respecto a los microsomas incubades (Tabla 10), se observé
un aumento significativo con las dosis de 10 y 25 pg/mL de
Peroxisomicina A1, con una inhibicién enziméitica semejantc a la

observada en los microsomas no incubados con ia dosis de 50 pg/mL.
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Las diferencia observadas entre los microsomas de rata no
incubados e incubadas s¢ deben al tiempo. Probablemente, las enzimas
requieran de un determinado tiempo para activarse¢ 0 no se activen todas
simuitdneamente. A esto s¢ debe que un compuesta sea metabolizado en

diferentes velocidades y proparciones.

4.2 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA
CITOCROMO bs REDUCTASA

La concentracidén del Citocromo bs reducido es una medida
directa de la actividad de la enzima NADH Citocromo bs reductasa, ya
que un aumento en la concentracién del producto de reaccién (Citocramo
bs reducido}, indica an aumento en la actividad dc la enzima que cataliza
esta reaccidn ). Esta enzima, ademds de participar en el metabolismo de

lfpidos tamhién participa en ¢l metabolismo de xenobi6ticos.

Los resultados obtenidos de la enzima Citocromo bs reductasa
con los microsomas de Macaca mulata, mostiraron, tanto en los
microsomas no incubados como en los incubados, que todas las dosis de
Peroxisomicina Ai mostraron un aumento eun la actividad enzimética,
excepto la dosis de 5 pug/mL, que present$ una actividad semejante a la
observada en el control (Tablas 1l y 12). Asi, la Peroxisomicina Ai
produce un aumento en la actividad enzimética directamente proporcional

a la dosis.
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Por otra parte, la NADH Citocrome bs reductasa €5 una ecnzima
que interviene jmportantemente en ¢l metabolismo de lipidos, en los
cuales modifica la estructura de sus cadenas alifiticas, tanto en los
fendmenos de saturacién, como en los de desaturacidén.

El metabolismo de lipidos se¢ lleva a cabo predominantemente en
mitocondrias, peéroxisomas y, una minima parte, en el reticulo
endopldsmico. Dado que ¢l Citocromo bs participa en la formacién de las
enzimas Acil CoA sintetasa y Acil CoA oxidasa y que estas enzimas, a su
vez, participao en la sfutesis de 4cidos grasos poliinsaturados, en la 8-
oxidacidn y en el metabolismo de dcidos grasos de cadena muy larga,
procesos llevados a cabo dentro del peroxisoma, pudiéramos supoaer que
la Peroxisomicina Ai, al ser metabolizada por las enzimas microsomales,
compite por el Citocromo bs y el NADH, con [as enzimas relacionadas
con ¢l metabolismo de dcidos grasos y la B-oxidacién. Esto puede llevar a
una alteracién en ¢l contenido de grasa intracelular y en las funciones
efectuadas por los peroxisomas y por las mitocondrias .

De hecho, algunos trabajos de microscopia realizados por
Bermidez y cols. @%??) en drganos de diferentes animales (rata, ratén y
macaco), tratados con diferentes dosis de Peroxisomicina Ay han
mostrado infiltracién de particulas de grasa.

Adiciona!mente, los resultados de Sepilveda y cols, 9
relacionados con la Peroxisomicina At y sus efectos sobre las células,
han mostrado que esta substancia produce la muerte peroxisomal, debido
a lo cual se le denominé Peroxisomicina Ai, en lugar de T-514. Aunque

en ¢sta tesis s6lo se evalud la interaccion de la Peroxisomicina Ai ¢on el

sistema enzimético microsomal, pudiera ser que, a nivel celular ambos
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procesos estuvieran relacionados y que, juntos participen en el

mecanisma de accién de esta substancia.

Los resultados obtenidos en las evaluaciones rcalizadas con los
microsomas de rata ng incubados (Tabla 13) indican que hubo una
inhibicién marcada de la actividad de la NADH Citocromo bs reductasa
con las concentraciones de §, 10 y 25 pg/mL de Peroxisomicina Ai. La
concentracién de 50 pg/mL muestra un incremento en la actividad con
respecto al control, aunque este resultado no es estadisticamente
significativo. Probablemente, la concentracién de 50 ug/mL sea capaz de

producir la activacién de algunas enzimas que pudieran estar inactivas,

Por otra parte, los resultados obtenidos con los microsomas de
rata incubados (Tabla 14) muestran que hubo una inhibicién de 1la
actividad de la NADH Citocromo bs reductasa con las concentraciones de
5y 10 pg/mL de Peroxisomicina Al, con una posterior recuperacién de la
actividad enzimética al aumentar las concentraciones. Asi, la
concentracién de 25 pg/ml presenté una actividad similar al control,
mientras que, la concentraciébn de 50 pg/mL mostrd un sumento
significativo em la actividad de la enzima. Las diferencias que se
presentan, en comparacién con los microsomas no incubados, pueden
deberse al efecto del tiempo en la actividad enzimitica. Tal vez, con las
dosis de 25 y 50 pg/mL, durante ¢l periodo de la incubacién se produce

una regeneracion de la actividad enzimdtica,
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Estos resultados difieren notablemente con los obtenidos con los
microsomas de Macaca mulara, donde se observd un aumento de ia
actividad enzimdtica directamente proporcional a la dosis de
Peroxisomicina Ai. En este caso, también pudiera suponerse que los
procesos metabdlices que existen entre las ratas y los macacos son

diferentes y que la Peraxisomicina A sigue rutas metabdlicas diferentes.

4.3 DETERMINACION DE LAS HEMOPROTEINAS TOTALES

Las Hemoprote{nas totales son un indicador, tanto de la cantidad
de substrato disponible para las enzimas microsomales que contienen
fierro como grupo prostético, como del contenido de éstas. Por tal razén
pueden ser utilizadas como una medida indirecta de! Citacroma P-450, la

NADH Citocromo bs reductasa y la NADPH Citocromo P-450 reductasa

(5)

Los resultados obtenidos con los microsomas de Macaca mulata
no incubados ¢ incubados (Tabla 15 y 16), muestran un aumento de la
cantidad de Hemoproteinas con las dosis de 5, 10, y 25 ug/mL de
Peroxisomicina Ai, excepto con la dosis de 50 pg/mL, donde la cantidad
fue semejante a la obtenida en el control. Sin embargo, si bien con la
dosis de 25 pg/mL se produce un aumenta en la concentracién de
Hemoprote{nas con respecto al control, este aumento es estadisticamente

menor al observado con la dosis de 10 pg/mL.
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Los resultados obtenidos con los microsomas de Macaca mulata
para la concentracién de Hemoproteinas totales correlacionan con la
actividad observada en las enzimas que s€ midieron,

Por otra parte, no todas las Hemoproteinas se encuentran como
enzimas activas, sino también como enzimas inactivas y éstas pueden

activarse en presencia de un substrato adecuado.

Con respecto a los microsomas de rata no incubados ¢ incubados
(Tablas 17 y 18), sc observd un aumento en la concentracién de
Hemoprotefnas totales con todas las dosis de Peroxisomicina Ai. Sin
embargo, la dosis de 10 mg/mL produjo ¢l mayor imcremento en la
concentracién y, posteriormente, las dosis de 25 y 50 pug/mL, mostraron
un decremento en la concentracién al compararse con la dosis de 14
pg/mL. Los microsomas de rata Wistar incubados prescutan mayor
concentracién de Hemoproteinas totales que los microsomas no
incubados, probablemente, por influencia tanto de la temperatura, como

del factor tiempo.

Dado que, proporcionalmente, ¢l aumento en la concentraciéon de
Hemeproteinas totales €¢s mayor en los mictrosomas de rata que en los de
macaca, estos resultadas, pudieran indicar que, como la concentraciéon de
Hemoprotefnas totales comprende tanto a las enzimas activas como a 1as
protefnas y/o enzimas no activas, la mayer parte de éstas se encuentra en
forma de enzimas inactivas o como parte de otras proteinas. Esta
situacién confirma las evidencias de las variaciones metabdlicas que

cxisten cotre las difereates especies.
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Por otra parte, ¢l hecho de que en las ratas la cantidad de las
Hemoproteinas totales no sea proporcional a la de¢ las enzimas sugiere
que probablemente, en esa especie, 1a Peroxisomicina A1 siga otra via

metabdlica que involucre a otro tipo de enzimas.

4.4 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA NADPH
CITOCROMO P-450 REDUCTASA

La NADPH Citocromo P-450 reductasa es una de las enzimas
mds importantes del sistema enzim4tico microsomal, pucs interviene en ¢l
metabolismo de la mayorfa de los xenobilticos, caracteristica que hace
que seca la enzima de eleccion en las evaluaciones metabdlicas de

cualquier compuesto ©:%-7%),

Los resultados obtenidos de la interaccién de la Peroxisomicina
Al con los microsomas de Macaca mulata no incubados e incubados, con
la NADPH Citocromo P-450 reductasa, muestran un aumento
significativo en la actividad de esta enzima (Tablas 19 y 2Q), que es
dosis-dependiente con respecto a las diferentes concentraciones de

Peroxisomicina Ai.

Con respecto a las determinaciones enziméticas realizadas con
los microsomas de rata Wistar no incubados ¢ incubados, los resultados

no mostraron diferencias significativas (Tablas 21 y 22), lo cual difiere
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notablemente a lo observado en los microsomas de Macaca mulata, lo que

confirma nuevamente las diferencias metabdlicas interespecie.

La Citocromo P-450 reductasa es una enzima que, cn ¢l caso de
los macacos, parcce intervenir en forma importante en ¢l metabolismo de
la Peroxisomicina Ai, al igual que las monooxigenasas de funcién mixta
dependientes del Citoctomo P-450 y que la Citocromo b3 reductasa, Asfi,
conjuntando los resultados obtenidos de las enzimas y de las
Hemoproteinas totales, se puede afirmar que la Peroxisomicina Ai, en el
caso de los microsomas de Macaca mulaia, 5 metabolizada por la
mayorfa de las enzimas que conforman las diferentes rutas metab6licas
llevadas a cabo por las monooxigenasas de funcién mixta.

Por otra parte, si bien las enzimas microsomales catalizan
reacciones de oxidacién y de reduccién, el importante aumento de
actividad que presenta la NADPH Citocromo P-450 reductasa, en el caso
de Jlos microsomas de Macaca mulata, pudiera indicar que la
Peroxisomicina Ai presenta predominantemente reacciones de reduccidn.
Este hecho también se puede observar con la NADH Citocromo bs
reductasa. Ademds, compuestos con estructura scincjante a la
Peroxisomicina A1 presentan procesos tanta de oxidacién como de
reduccién, a partir de los cuales generan radicales libres. Sin embarga,
aunque se han llevado a cabo estudios para analizar la existencia de los
posibles metabolitos de la Peroxisomicina A, no se han logrado detectar.
Posiblemente estos metabolitos sean intermediarios reactivos que estén en

trans formacién constante, por lo que sea diffcil detectarlos.
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4.5 PROCESO DE AUTOOXIDACION Y GENERACION DE
RADICALES LIBRES

Ademds de evaluar la interaccién de la Peroxisomicina Al con
algunas enzimas microsomales del sistema de las monooxigenasas de
funcidn mixta, también se evalud el posible proceso de autooxidacién de
esta substancia y la concomitante generacidn de radicales libres. Como ya
se ha meacionado, la estructura de la Peroxisomicina A1 hace supooner
que es capaz de autooxidarse y, consecuentemente, producir radicales
libres capaces de interactuar con las macromolélulas intracelulares y
alterar asf sus funcioaes. El fendmenc de generacidén de cadicales libres v
su interaccién com las macromoléculas intracelulares también puede
formar parte de los mecanismos por los cunales esta substancia tiene
efecto antineoplédsica '3,

La evaluacidn de la autogxidacién y la posterior generacién de
radicales libres por la Peroxisomicina Al fue realizada tanto en ausencia,
como en presencia de sistemas enziméticos (microsomas de Macaca
mulata y rata Wistar). Las concentraciones de Peroxisomicina A! fueron
las mismas a las usadas durante la evaluacién de los procesos
metabdlicos, Para estas determinaciones se usd al Pirogalol, & una
concentracién de 5.6 WM, como control positivo,

Todos los procesos de autooxidacion fueronm seguidos durante

una hora, En este caso, no se incubaron los microsomas debido a que se
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espera que la geaeracidm de radicales libres sca inmediata a la adicidn de
Peroxisomicina Ai al medio.

Para evaluar si la Peroxisomicina Ay tieme la capacidad de
autooxidarse y asf, generar radicales libres, se realizaron determinaciones
de la generacidn de estos radicales libres en ausencia de los sistemas
enziméticos aportados por la fraccién microsomal.

Los cdlculos de la generacién de radicales libres se hicieron en
base a las diferencias de absorbancia en relacién al tiempo y con el uso
del coeficiente de extincién molar del Citocromo C, que fue el aceptaor

artificial de electrones.

Los resultados obtenidos (Tabla 23) indican que, la
Peroxisomicina Ai, e3 capaz de autooxidarse y de generar radicales
libres, de manera dosis-dependiente, Por otra parte, los resultados
indican que, adn cuando la Peroxisomicina A1 es capaz de generar
radicales libres, al comparar las concentracioncs molaces, lo hace en

menor proporcidn que ¢l Pirogalol (control positiva).

Posteriormente, se evalué la generacion de radicales libres por la
Peroxisomicina A1 en un medio que cantenfa microsomas de Macaca
mulata. Es conocido que el sistema enzimédtico microsomal vy,
particularmente, el sistema del Citocromo P-450, es capaz de catalizar la
formacién de metabolitos altamente reactivos en base a la estructura del
substrato 1%,

Sin embargo, aunque en las reacciones catalizadas por [as

enzimas microsomales se generen radicales libres, la proporcidn es menor
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a la observada durante los procesos de autooxidacidn, pues las enzimas

regulan las reacciones de 6xido-reduccidn,

Los resultados indicaa que, la Peroxisomicina A1 generd
radicales libres (Tabla 24) en presencia de los microsomas de Macaca
mulata. La generacidn de los radicales libres fue dosis-dependicnte y fue
menor en presencia de los sistemas enzimdticos, que en ausencia de
éstos, adn en el caso del Pirogalal.

Asf, la Peroxisomicina A: también genera radicales libres en
presencia de las enzimas microsomales, aunque em menor proporcidn.
Probablemente, las enzimas microsomales pueden ejercer una accién
moduladgra, mediante la cual, aunque si se produce la generacidn de

radicales libres, el proceso €s méds lento que en ausencia de las enzimas.

Los resultados de las evaluaciones realizadas con los
microsomas de rata Wistar indicaraon que la generacién de radicales libres
fue dependiente de la dosis de Peroxisomicina A1 (Tabla 25). También en
este caso, el Pirogalol generé una mayor cantidad de radicales libres que
la Peroxisamicina Ai.

Al comparar la generacién de radicales libres en prescncia de los
microsomas de rata Wistar, con la generacién de radicales libres en
presencia de microsomas de Macaca mulara, se observé que los
microsomas de la rata producen una mayor cantidad de radicales libres,

Por otra parte, los resultados obtenidos en las evaluaciones de la

interaccion de la Peroxisomicina Ai con las enzimas microsomales,
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mostraron una menor actividad en los microsomas de rata Wistar, en
comparacidn con los microsomas de Macaca mulata. Esta menor actividad
enzimdética, unida a los resultados que muestran que el Pirogalol y la
Peroxisomicina Ai producen una mayor generacién de radicales en
presencia de estos microsomas, confirma que las enzimas microsomales
modulan la generacién de radicales libres y, de esta manera, aunque éstos

se produzcan, el proceso es més lento,

4.6 PROCESO DE INHIBICION DE LA AUTOOXIDACION Y
GENERACION DE RADICALES LIBRES CON LA
SUPEROXIDO DISMUTASA

Después de evaluar y confirmar la generacion de radicales libres
por la Peroxisomicina Ai, fue importante el tratar de determinar que tipo
de radicales son los quc se producen., Como ya se ha mencionado,
compuestos con una estructura semejante a la Peroxisomicina A1 generan
radicales libres como ¢l anién superdxido, el radical hidroxilo y ¢l ién
hidroperéxido “''*'. Asf, 1a Superéxido dismutasa (SOD) fue elegida
debido a que, es Ia enzima que cataliza la dismutacién del anidn
super6xido a peréxido de hidré6geno y oxigeno (como intermediario de
esta reaccidn puede producirse el radical hidroxilo).

Inicial mente, se evalud la inhibicién de la generacién de
radicales libres por la Peroxisomicina A1 y el Pirogalol con la SOD, en

ausencia de los sistemas enzimdticos aportados por los microsomas.
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Los resultados obtenidos can ¢l Pirogalol (Tabla 26) muestran
que la SOD si produjo una inhibicién en la generacién de radicales libres,
en forma dosis-dependiente.

Por otra parte, el hecho de que la SOD sea capaz de inhibir el
proceso de generacién de radicales por el Pirogalol, confirma que el

anién super6xido forma parte de estos radicales libres “7’,

Los resultados obtenidos con la Peroxisomicina A1 (5, 10. 25 y
50 pug/mL) indicaron que, al igual que en ¢l caso del Pirogalol, la SOD
también inhibe la generacién de radicales libres. El proceso de inhibicién
fue directamente proporcional a la concentracién de enzima usada (Tablas
27, 28, 29 y 30). La dnica diferencia existente entre las diferentes
concentraciones de Peroxisomicina Ai, es que la cantidad de SOD
requerida para la inhibicién fue mayor de acuerdo al incremento en la
concentracién de la Peroxisomicina Ai. Al final, en todas las
concentraciones de Peroxisomicina Ai se produjo una inhibicién total con

la dosis de 400 U/mL de SOD.

Si se comparan los resultados obtenidos con la Peroxisomicina
A1 con los del Pirogalel, se observa que la Peroxisomicina Ar requiere de
una menor coucentracién de la SOD para inhibir [a generacién de
radicales libres, En realidad, este es un proceso 16gico, debido a que la
Peroxisomicina A también genera una menor cantidad de radicales libres
que ¢l Pirogalol al realizar una comparacién de sus concentraciones

molares.
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Posteriormente, se evaludé la inhibicién de la geteracién de
radicales libres de la Peroxisomicina A1 y del Pirogalol con la SOD, en
presencia de los microsomas de Macaca mulata. De esta manera, también
se observ{ la influencia de las enzimas microsomales en los procesos de
inhibicidn.

Las concentraciones de SOD que se utilizaron fueron de 50, 100,
150 y 200 U/mL, debido a que en el caso de la Peroxisomicina A, las
concentraciones que se requirieron para inhibir la generacidn de radicales

libres fueron menores en presencid de los sistemas enziméticos.

Al evaluar ¢l efecto inhibitoria producido por la SOD en la
generacién de radicales libres por el Pirogalol, s6lo se presentaron las
resultados obtenidos con la dosis de 200 U/mL de SOD (Tabla 31). Las
evaluaciones con 50, 100 y 150 U/mL de SOD no se realizaron, debido a
que, la dosis de 200 U/mL, que fue la mds alta, produjo tan s6lo un 13.4
% de ighibicién. Como ya se ha meacionado, las ¢oncentraciones de SOD
utilizadas para la inhibicidn de la generacidée de radicales libres en
presencia de sistemas enzimdticos, s¢ basaron en ¢l grado de inhibicidn
que prescntd la Peroxisomicina Ai; sin embargo, estas concentraciones
fueron insuficientes para inhibir ia generacidn de radicales libres con el

Pirogalol.

Con respecto a las evaluaciones sobre ¢l efecto inhibitorio de la
SOD en la generacién de radicales libres por la Peroxisomicina A(, los
resultados indicaron una inhibicién dosis-dependiente de la generacién de
ani6n superéxido, También en este caso, cuanto mayor fue la

concentracién de Peroxisomicina A, mayor es la cantidad de SOD
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necesaria para inhibir la generacién del anién superéxido (Tablas 32, 33,
34 y 35).

Los resultados indican que tanto con la Peraxisomicina A1 como
con ¢l Pirogalol, cuando estén presentes las enzimas microsomales, se
requiere de una menor concentracidn de SOD para inhibir la generacién

de radicales libres.

También se evalué la inhibicién de los radicales libres generados
por la Peroxisomicina A1 con la SOD, en presencia de los microsomas de
rata Wistar. Las cantidades de SOD fueron las mismas a las usadas en
presencia de los microsomas de Macaca mulata. Igualmente, no se
realizaron las evaluaciones de la inhibicién del anién superézxido

generado por el Pirogalol con las desis de 50, 100 y 150 U/mL de SOD,

En este caso, también se observd que existe un mayor grado de
inhibicién cuando estdn presentes los sistemas enzim4ticos. Sin embargo,
el grado de inhibicién de los radicales libres producidos por el Pirogalol
(Tabla 36) fue menor en las determinaciones realizadas con los

microsomas de ratas Wistar al observado en los mictrosomas de macaca.

Por otra parte, en las evaluaciones realizadas sobre el efecto
inhibitoric de la SOD en la generacién de radicales libres com las
diferentes concentraciones de Peroxisomicina Ai, se observéd que la
inhibicién fue muy semejante a lo observado con los microsomas del
macaco, donde el proceso fue dosis-dependiente a la concentracién de la

SOD (Tablas 37, 38, 39 y 40). Igualmente, el grado de inhibicién de la
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generacidén de radicales libres en presencia de los microsomas de rata fue
menor al observado con los microsomas de macaco.

En todos los experimentos anteriores, c¢on todas las dosis de
Peroxisomicina Ai empleadas se observé que la generaciéon de anidnm
superdxido fue menor en los microsomas de macaco que en los de rata y,
por lo tanto, la inhibicién prodecida por las mismas concealraciones de
SOD fue mayor en los microsomas de macaco. En ambos sistemas
microsomales se logré la inhibicién total con la concentracién de 200

U/mL de SOD.

De esta manera, estos resultados también apoyan el supuesto de
que ¢l sistema enzimético microsomal pudicra actuar como un modulador

en el proceso de generacién de los radicales libres.

4.7 PROCESO DE INHIBICION DE LA AUTOOXIDACION Y
GENERACION DE RADICALES LIBRES CON LA CATALAS A

Después de que se determiné que la SOD inhibe ¢l proceso de
generacién de radicales libres y que, por lo tanto, la Peroxisomicina Al
es capaz de generar al anién superdxido, también se evalud la posible
inhibicién de la generacién de los radicales libres con la Catalasa, una
enzima que cataliza el paso de perdxido de hidrégeno a agua y oxigeno.
Durante la dismutacién del anién super6xido a peréxido de hidrégeno por
la SOD se produce ¢l radical hidroxilo como un intermediario. Debido a

esta, se ha considerado que la Catalasa es una medida indirecta de la



116

generaciéon tanto del anidn superdxido, como del radical hidroxilo, un
intermediario altamente reactivo del oxigeno.

Las concentraciones de Catalasa utilizadas para la inhibicién de
la generacidn de radicales hidroxilo fueron 25, 50, 100 y 200 U/mL. Las
concentraciones de Peroxisomicina Ai( y las condiciones experimentales
para estas determinaciones, fueron las mismas a las usadas durante la

evaluacidn del proceso de inhibicién con la SOD.

Como primer paso se¢ cvalué la posible inhibicién de la
generacidno de radicales libres de la Peroxisomicina A1 y el Pirogalol con
la Catalasa, en ausencia de los sistemas enzimdticos aportados por los

microsomas.

Los resultados obtenidos acerca del proceso de inhibicién de los
radicales libres generados por el Pirogalol indicaron que la Catalasa
inhibe este proceso (Tabla 41), lo cual indica que ¢l Pirogalol ademds de
generar al anién superdxido, también es capaz de generar al radical
hidroxilo “?). No se realizaron las determinaciones con las dosis de 25,
50 y 100 U/mL de Catalasa, debido a que la dosis mds alta, de 200 U/mL

no fue capaz de inhibir la totalidad de los radicales libres.

En las evaluaciones realizadas del efecto inhibitorio de [a
Catalasa sobre los radicales libres generados por las diferentes
concentraciones de Peroxisomicina A1, los resultados indicaron que la
inhibicién fue dependiente de la concentracién de Catalasa usada (Tablas

42, 43, 44 y 45).
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En comparacién con los resultados abtenidos con la SQD, se
observa que, las concentraciones requeridas de Catalasa requeridas
fueron menores a las concentraciones de SOD.

Durante la inhibicién de la generacién del anién superdxido en
ausencia de sistemas microsomales, las concentraciones de SOD
necesarias para inhibir la totalidad de los radicales libres fueron de 400
U/mL, mientras que, con la Catalasa se produjo una inhibicién total con
la concentracién de 50 U/mL. Este fenémeno pudiera indicar que, aunque
entre los radicales libres producidos por la Peroxisomicina Ai. pudiera

estar el radical bidroxilo, la produccién de anién superéxido serfa mayor,

Posteriormente, se evalué la inhibicién de la generacién de
radicales libres de la Peroxisomicina A1 y el Pirogalol con la Catalasa, en

presencia de los microsomas de Macaca mulara,

Los resultados de la inhibicién de los radicales libres generados
por el Pirogalol muestran una inhibicién total de la generacién de
radicales libres coa la concentracién de 200 U/mL de Catalasa (Tabla 46).

Si estos resultados se comparan con los obtenidos con la SOD en
las mismas condiciones, sc observa qgue la dosis de 200 U/mL de SOD no
fue capaz de inhibir la totalidad de la generacidén del anién superéxido,
mientras que &sta misma dosis de Catalasa inhibié totalmente la
generacidn de radicales libres. Asi, es probable que el Pirogalol también
genere una mayor proporcién de anién superéxido que de radical

hidroxilo, en presencia de los microsomas de macaco.
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Por otra parte, también se observa que, cn presencia de los
microsomas de macaco, las mismas dosis de Catalasa producen una mayor

inhibicién de los radicales libres que en ausencia de los microsomas.

Al evaluar el efecto inhibitorio de la Catalasa en los radicales
libres generados por las diferentes concentraciones de Peroxisomicina
A1, los resultados indicaron una inhibicidn dosis-dependiente, donde la

inhibicién fue total con todas las dosis de Catalasa urilizadas.

Al igual que con el Pirogalal, en el caso de la Peroxisomicina Ai
se observa que la Catglasa es capaz de imhibir 18 totalidad de los radicales
libres y. por lo tanto, pudiera suponerse también que existe una mayar
generacidn de anién superdxido que de radical hidroxilo (pues la Catalasa
es usada para inhibir indirectamente la generacién del anidn superdxido y
de radical hidroxilo),

En forma semejante, se observa que las mismas dosis de
Catalasa producen una mayor inhibicién en presencia de los microsomas
que en ausencia de éstos, hecha que, corrobora la hipdtesis de que las
enzimas microsomales gjercen una accidn moduladora en la generacién de

radicales libres.

Finalmente, se evalud el efecto inhibitorio producido por la
Catalasa en los radicales libres generados por la Peroxisomicina A y el

Pirogalol, en presencia de¢ los microsomas de rata Wistar.
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Los resultados obtenidos con el Pirogalel en los microsomas de
rata Wistar indican que la Catalasa inhibe [a generacidu de los radicales
libres. Si estos resultados s¢ comparan con los resultados obtenidos con
la SOD, se presenta el mismo fenSdmeno observado en los casos

anteriores, la proparcién de la inhibicidén e¢s mayor con la Catalasa.

Los resultados obtenidos de la inhibicién d¢ los radicales libres
gencrados por las diferentes concentraciones de Peraxisomicina Al con la
Catalasa en presencia de los microsomas de rata Wistar, también
muestran que la inhibicién es dosis-dependiente a la concentracién de la
enzima utilizada y que la proporcién de la inhibicién es mayor con la

Catalasa que con la SOD.

Por otra parte, al comparar los rgesultados obtenidos com los
microsomas de las ratas con los microsomas de macaco, se¢ observa que
las mismas dosis de¢ Catalasa inhiben una menor proporcién de los

radicales libres en las microsomas de ratas.

Como ya se ha mencionado (Pdg. 112), en este trabajo de tesis
sc ha observado que las enzimas microsomales presentes en los macacos
son mds activas que las presentes en las ratas y, si estas enzimas tuvieran
un efecto modulador en la produccién de radicales libres, posiblemente
retardanda el proceso, entonces serfa ldgico que las mismas dosis de

Catalasa tengan un menor efecto, en los microsomas de las ratas.

Laos resultados obtenidos durante este trabajo de tesis y su

posterior discusién nos llevan a aceptar las hipdtesis planteadas:
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La Peroxisomicina Ai interacciona con el sistema enzimético
microsomal y genera radicales libres como parte de su mecanismo de
toxicidad celular.

La Peroxisomicina A1 es capaz de autooxidarse y generar
radicales libres, ain en ausencia de sistemas enzimditicos y este procesc

también puede formar parte de su mecanismo de accién.



CAPITULO S5

CONCLUSIONES

Con este trabajo de tesis se obtuvieron las siguientes

conclusiones:

e La Peroxisomicina Al interacciona con las monooxigenasas de funcia

mixta presentes en ¢l sistema enzimético microsomal,

e« La interaccidn de la Peroxisomicina A1 con las enzimas microsomales

presenta diferencias interespecie.

« En los microsomas de Macaca mulata, la Peroxisomicina Al

interacciona con todas [as enzimas microsomas evaluadas.

¢ La Peroxisomicina Al es capaz de autooxidarse y generar radicales

libres.
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La Peroxisomicina A1 también genera radicajes libres en presencia de

los sistemas enzimdticos microsomales.

La generacién de radicales libres por la Peroxisomicina A1 es mayor
en ausencia de las enzimas microsomales hepdticas, por lo tanto, estas
enzimas ejercen una accidn moduladora en la generaciém de estos

radicales libres.

La SOD inhibe la generacién de los radicales libres por la
Peroxisomicina A, tanto en ausencia como en presencia de los
sistemas enzimdticos microsomales, lo que indica que el anidén

superdxido es uno de¢ los radicales que se producen.

La Catalasa inhibe la generacidén de los radicales libres por Ia
Peroxisomicina A1, lo que indica que, ademds del anién superéxido,

se genera también el radical hidroxilo.

La generacién de radicales libres por la Peroxisomicina Ai es mayor
en presencia de los microsomas de rata Wistar que en los de Macaca
mulara, lo que indica que existen diferencias interespecie entre la rata

y el macaco en la capacidad de generar radicales ljbres.
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