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C A P I T U L O 1 

I N T R O D U C C I O N 

El ser humano ha buscado, desde sus or ígenes más remotos , la 

forma de evitar las enfermedades , combat i r las y así, prolongar su 

exis tencia . El descubrimiento de la eno rme uti l idad de las p lantas , no 

sólo como fuen te de alimento, ves t ido y techo, s ino también como un 

medio para curar las enfermedades , condu jo a la búsqueda de la medicina 

perfecta , la ' ' p a n a c e a " , que no sólo curara , sino que también 

proporc ionara la eterna juven tud e impidiera la muerte. El hombre 

ocupado en esta lucha, aprendió la ciencia de las plantas y de la 

t ransformación de La materia, con el fin de encontrar un elíxir que le 

conf i r ie ra vida e terna 

De esta manera, los hombres desarrol laron sus mentes y pasaron 

del conocimiento aleatorio al racional y al pensamiento deductivo. No 

lograron obtener un elíxir que diera la vida eterna, pero en el intento 

abrieron el camino para el desarrol lo de la Botánica , la Química y la 

Farmacología. 



La Farmacología es una ciencia que es tudia todas las facetas de 

la interacción de las substancias químicas con los s is temas biológicos . 

Entre estas interacciones se incluye el es tudio del mecanismo de 

acción, absorción, distr ibución, metabolismo y excreción. Cons idera qué 

e fec tos causan las substancias en el organismo y también, como procesa 

el o rgan ismo a estas subs tancias . Cuando las substancias l levan a la 

curac ión o mejor ía de las enfermedades , generalmente se denominan 

" f á r m a c o s " . Cuando las substancias producen daños en el organismo se 

denominan " t ó x i c o s o v e n e n o s " ( í l . 

Los seres humanos se encuentran expues tos diariamente a una 

gran variedad de compuesto« exógenos , denominados " x e n o b i ó t i c o s " , 

los cuales pueden estar presentes en el medio ambiente, al imentos, 

bebidas , medicamentos, utensi l ios , etc. Algunos de estos compuestos 

pueden ocasionar respuestas biológicas de naturaleza farmacológica o 

toxicológica , cuyas característ icas dependerán , con f recuencia , de su 

b io t rans formación en el o rganismo ( 1 \ 

Los efectos biológicos de los compues tos exógenos se inician a 

t ravés de su interacción con macromoléculas específ icas de los te j idos , 

como son proteínas es t ructurales , enzimas, receptores , ácidos nucleicos, 

etc. En la mayor ía de Los casos , estas interacciones proporcionan las 

bases moleculares para determinar los efectos farmacológicos o 

toxicológicos de los xenobiót icos . 



Aunque algunos xenobióticos son excretados s in modif icac iones , 

la mayor í a presenta cierto grado de alteración metabòl ica en el o rganismo 

y la act ividad y duración de sus efectos dependerá de la velocidad con la 

que sean b io t ransformados 

En el organismo existen diversos s is temas enzimát icos , los 

cua les son necesarios para la regulación y func ión de compues tos 

endógenos . Algunas de estas enzimas también in terv ienen en la 

b io t rans formación de los compuestos exógenos o xenobió t icos . En 

genera l , los productos del metabol ismo son más h idroso lubles y , por lo 

tanto, más rápida y fáci lmente excretables a t ravés de la or ina U). 

Generalmente, los productos resul tantes de la b io t rans formación 

de un compuesto son menos activos que el compuesto or ig inal y, a veces, 

inc luso son inactivos, a este p roceso se le conoce como 

" b i o i n a c t i v a c i ó n " . Sin embargo, en ocas iones , los metabol i tos pueden 

tener una mayor actividad que el compuesto or iginal y a este p roceso se 

le conoce como * 'b ioac t ivac ión" l4). 

Aunque el metabol ismo o b io t ransformación de xenobiót icos y de 

compuestos endógenos , se lleva a cabo en d iversos s i t ios del organismo, 

el órgano más importante, en cuanto a f recuencia , es el h ígado, seguido 

en menor proporción por el aparato d iges t ivo , los pu lmones , la piel y los 

r íñones . 



A nivel celular, la b io t ransformación se realiza principalmente en 

el ret ículo endoplásmico y una pequefia parte en las mitocondrias , los 

l i sosomas y en el ci toplasma. 

Cuando las membranas l ipofíl icas del ret ículo endoplásmico se 

a is lan, por la homogeneización y fragmentación de la célula, forman 

pequeñas vesículas denominadas " m i c r o s o m a s " . Estos micro somas 

conservan la mayor parte de las característ icas morfológicas y 

funcionales de las membranas del ret ículo endoplásmico que les dio 

or igen; por lo tanto, mientras que los microsomas rugosos llevan a cabo 

la s ín tes is de proteínas , los microsomas lisos son relat ivamente ricos en 

las enzimas que participan en el metabol ismo de los xenobióticos y 

compues tos endógenos 

Las reacciones de b io t rans formac ión , especia lmente las llevadas 

a cabo en el h ígado, generalmente se agrupan en dos fases 

En la Fase I, que generalmente involucra al s is tema enzimàtico 

microsomal , se l levan a cabo las reacciones de oxidación, reducción e 

h idról i s i s del compuesto; estas reacciones pueden activarlo, inactivarlo o 

no cambiar su actividad. 

En la Fase II, que generalmente está catal izada por enzimas 

microsomales , mitocondriales y c i tosól icas , se efectúa la conjugación con 

ácido g lucurónico , aminoácidos y glntat ión, as í como la acetilación y 

alquilación. Las reacciones de Fase II casi s i empre conducen a la 

inactivación del compuesto , si es que éste no ha sido inact ivado desde la 



Fase I . Algunos compuestos tienen g rupos reactivos suscept ib les de ser 

con jugados y, de esta manera, pueden pasar directamente a la Fase II. 

La F igura 1 resume los posibles procesos de b io t rans formación 

de las substancias ( í \ 

1 

Fwi OXIDACION F _ n _ 
COMPUESTO ~ ~ ~ — REDUCCION ~ C O N J U G A D O S 

¿ucrfwtbfa HIDROLISIS ^ ^ Minici 1W8 
m cantío 

F i g u r a 1, Esquema de las pasibles rutas metabòlica* seguidas por un 
compuesto. 

En las reacciones metabólicas de la Fase I, los xenobiót icos 

pueden ser b io t rans formados tanto por un mecanismo no enzimàtico, 

como por un mecanismo enzimàtico o, incluso, por ambos mecanismos . 

Un ejemplo de los compuestos que pueden segu i r un mecanismo 

no enzimàtico, son aquél los que t ienen es t ruc tura pol ihidroxiaromática , 

como las h idroxiquinonas , que se autooxidan a radicales semiquinónicos 

y, a consecuencia de este p roceso de autooxidación, se ha observado la 

formación de intermediarios react ivos , los cuales son capaces de 

t ransfer i r un electrón al ox ígeno molecular , lo que a su vez conduce a la 

formación de metaboli tos react ivos del oxígeno. Iones metál icos , como el 

f ie r ro y el cobre, faci l i tan estos p rocesos de autooxidación, mientras que 



agentes reductores , como el ácido ascòrbico y la vi tamina E, previenen 

este p roceso o intervienen en la regeneración al compuesto original . De 

esta manera, se establece un ciclo redox no enzimàtico (F igura 2) <7,,). 
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F i g u r a 2 . Ciclo redox de compuestos quinónicos, con formación de 
radicales l ibres del oxígeno. 

La capacidad de una substancia para autooxidarse y generar 

radicales l ibres del oxígeno correlaciona directamente con el potencial de 

óxido-reducción de la molécula 

Además de los mecanismos no enzimáticos mencionados 

anter iormente, exis ten mecanismos de b io t rans formac ión enzimàtica, los 

cuales son predominantes 

Uno de los s is temas enzimáticos más importantes en la 

b io t rans formación de xenobiót icos es el s i s tema microsomal hepático 



Otras enzimas participantes son las deshidrogenas as mitocondriales 

dependientes de NADH, oxidasas de función mixta asociadas a la 

membrana nuclear, la xantina ox idasa y d iaforasas c i top(asmát icas . 

Estas enzimas, además de part icipar en el metabolismo de 

xenobiót icos , intervienen en el metabolismo de subs tanc ias endógenas , 

tales como ácidos g rasos , pros taglandinas , es teroides y vi taminas 

Las enzimas microsomales requieren de ox ígeno molecular y de 

un agente reductor (NADPH) para realizar su func ión , po r lo que también 

son designadas como " m o n o o x i g e n a s a s de func ión m i x t a " . En los 

micro somas existen dos sistemas de monooxigenasas ligados al 

Ci tocromo P-450 t5 " . 

El pr imer s is tema comprende a una NADPH reductasa y a 

cualquiera de las numerosas especies de Citocromo P - 4 5 0 . La reductasa 

es l lamada NADPH Citocromo P-450 reductasa c u a n d o t ransf iere un 

electrón al Ci tocromo P - 4 5 0 , el aceptor natural , y es l lamada NADPH 

Citocromo C reductasa cuando el Ci tocromo C es usado, 

exper imentalmente , como aceptor de e lec t rones . Un cons iderable número 

de medicamentos, xenobiót icos y compuestos endógenos son subst ra tos 

de este s i s tema 

El s egundo s is tema (S) cons i s t e en la N A D H Citocromo bs 

reductasa, Ci tocromo b5 y Ci tocromo P - 4 5 0 . Aunque este s is tema es 

capaz de l levar a cabo la bio trans formación de compues to s sin la 

intervención del pr imer s is tema, probablemente , su papel más importante 



en el metabol ismo de xenobióticos sea actuar s inèrgicamente con la 

NADPH Citocromo P-450 reductasa. Anteriormente, se pensó que la 

Ci tocromo bs reductasa era una enzima predominantemente mitocondrial 
(3) pe ro , poster iormente, se ha descubier to su coexistencia con la 

Ci tocromo P-450 reductasa en los microsomas, lo que sugiere que ambos 

s i s temas interactúan durante la oxidación de a lgunos subs t ra tos . Así, 

durante La oxidación de estos subs t ra tos , el pr imer electrón necesario 

para la reacción oxidativa puede ser donado por el NADPH, vía el 

Ci tocromo P - 4 5 0 , mientras que el segundo electrón puede ser donado por 

el NADPH o el NADH, vía el Citocromo b5 (F igura 3) »'. 
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F i g u r a 3 . Sistema de las monooxigenasas de función mixta. 

En general , un subs t ra to al ser b io t rans fo rmado por el s is tema de 

monooxigenasas de func ión mixta ,5) s igue la s iguiente reacción: 

RH + NADPH + H* + 02 ROH + NADP* + H 2 0 



U n o de los resul tados de la interacción de a lgunos compues tos 

con el s i s tema de monooxigenasas de func ión mixta , al igual que en los 

p r o c e s o s de autooxidación, es la formación de metabol i tos react ivos 

(8.9.10.id Estos compues tos t ienen un electrón no apareado en su orbi ta l 

ex t e rno . Los compuestos con mayor probabi l idad de metabol izarse a 

in te rmediar ios react ivos son aquél los con alta a f in idad por e lec t rones . 

Las p rop iedades termodinámicas hacen que los e lec t rones no apareados 

b u s q u e n el fo rmar pa res , por lo que es tos radicales l ibres son 

ex t remadamente react ivos 

En func ión del grado de oxigenación de la cé lu la o te j ido , la 

e spec ie reduc ida a radical puede t rans fe r i r un e lec t rón del radical 

in termediar io al oxígeno molecular , deb ido a que las p rop iedades 

químicas de éste hacen que pueda aceptar un e lect rón. El ox ígeno en su 

e s t ado basal tiene dos e lect rones no apareados , con e sp ine s e lect rónicos 

para le los , lo que hace c inét icamente poco f avorab le la reducc ión con dos 

e lec t rones y, así, al aceptar sólo un electrón conduce a la fo rmac ión de 

radicales react ivos del ox ígeno <J-7-,J>. 

El ox ígeno molecular , al aceptar un electrón genera al anión 

supe róx ido (OÍ"-), el cual puede p roduc i r pe róx ido de h id rógeno (H2O2) y 

d iox ígeno (O2). Además, el anión supe róx ido y el pe róx ido de h id rógeno 

pueden , en reacciones catal izadas por meta les , conduc i r a la fo rmac ión de 

un oxidante ex t remadamente po ten te , el radical h id rox i l o (OH ' ) , que 

interviene en la peroxidación de l íp idos . Es ta reacc ión cata l izada por 

metales es l lamada ciclo de Habe r -Wei s s (,3>. La pe rox idac ión de l íp idos 

conduce a una reacción en cadena , donde hay l iberación de más radicales 



Libres, que a su vez oxidan a otras moléculas y así sucesivamente, hasta 

que se al tera La integridad celular 

Exis te también la generación de otros radicales l ibres como el 

radical perhidroxi lo , ión h idroperóxido, ión pe róx ido y el ión h idroxi lo 

( F i g u r a 4) . 
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F i g u r a 4 . Generación de radicales libres del oxígeno. 

Si la interacción del xenobiót ico con el ciclo redox o el proceso 

de autooxidación continúan por uu per iodo sos ten ido , entonces se 

produce un acumulo de radicales l ibres . Los radicales l ibres alteran la 

func ión celular , a lgunas alteraciones son: unión covalente a proteínas , 

ácidos nucleicos y pol isacár idos, peroxidación de l íp idos , f ragmentación 

del DNA, inactivación de enzimas, etc. (F igura 5) m ) . 

Los procesos tóxicos asoc iados a la generación de radicales 

l ibres incluyen una gran var iedad de eventos como son: mutagénesis , 



carcinogénesis , envejecimiento, fo tosens ib i l idad , p roblemas inmunes , 

heraól isis, necro sis tisul ar, alter aciones del metabol ismo de 

pros taglandinas y leucotr ienos, etc. <ia). 

Por otra par te , los radicales l ibres también pueden tener efecto 

ant ineoplásico, antiparasitario y bactericida. 
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F i g u r a 5 . Formación de 
especies reactivas del ox igeno y 
algunas de Las pos ib les 
alteraciones b io lógicas que 
pueden causar. 

Debido a que, en s is temas biológicos aerobios , los radicales 

l ibres del oxígeno son producto de algunas reacciones metabólicas 

endógenas , no es sorprendente que en la célula ex is tan s is temas de 

de fensa contra la ci totoxicidad causada por é s tos . 



Una de las primeras lineas de de fensa está in tegrada por una 

serie de enzimas, las Superóxido dis mu tasas, que catalizan la 

dismutación del anión superóxido u " ; 

02" + O2 + 2H* * H2Ü2 + O2 

Hay tres tipos de Superóxido dis mu tas a, asociadas a dis t intos 

metales , la f ierro Superóxido dismutasa, la manganeso Superóxido 

dismutasa , las cuales predominan en las células procar iotas , y la cobre-

zinc Superóx ido dismutasa, que es la enzima caracter ís t ica de las células 

eucar iotas 

Otra enzima, primordial en los mecanismos de d e f e n s a contra la 

ci totoxicidad causada por los radicales l ibres del oxígeno, es la Catalasa, 

que catal iza la s iguiente reacción 

H2O2 + O2 H 2 0 + 0 2 

La Cata lasa en esta reacción impide la fo rmación del radical 

h idroxi lo (OH ). 

Como ya se ha mencionado (Página 2), la interacción de los 

xenobiót icos con biomoléculas t isulares especí f icas proporcionan las 

bases moleculares que explican el e fec to fa rmacológico y/o toxicológico 

de un compues to . 



Algunos de los compuestos que generan radicales l ibres han 

demos t rado poseer toxicidad selectiva por c ier tos ó rganos , y así, esta 

toxicidad puede ser especí f ica para un tipo de te rminado de célula. La 

select ividad está determinada por numerosos fac to res , tanto de parte del 

te j ido , como de parte del compuesto, entre los que se incluyen: la 

capacidad del xenobiótico de generar radicales l ibres , la presencia de un 

s is tema enzimàtico, la relat iva actividad bioquímica de los s is temas 

enzimáticos de de fensa y la capacidad de la célula para reparar los daños 

Las plantas del género Karwinskia per tenecen a la famil ia de las 

Rkamnaceae y están const i tuidas básicamente por a rbus tos y árboles 

pequeños , se dis t r ibuyen en casi todo el terr i tor io mexicana , en el 

sudoes te de Estados Unidos y en una parte de Centroamérica t ,4 ). 

La ingest ión del f ru to de las plantas del género Karwinskia 

produce manifes taciones clínicas como pol ineuropa t ía progres iva , 

caracterizada por una parál is is s is tèmica ascendente , la cual puede 

terminar en muer te por paro respirator io . Este cuadro clínico ha s ido 

comparado con la poliomiel i t is , el Guill ian Barré y otras pol ineuropat ías 

per i fér icas , por lo que a la planta se le conoce vulgarmente como 

" T u l l i d o r a " Cuando se ingieren grandes cant idades del fruto se 

produce una intoxicación mortal en las 72 horas inmediatas, sin 

manifestación de daño neuronal . La incidencia de intoxicaciones en 

México con el f ru to de las plantas del género Karwinskia es alta <«•.»».".an. 



En 1975, Dreyer y co i s . , aislaron e ident i f icaron cuatro 

substancias de la Karwinskia humboldtiana, con estructuras 

diantracenónicas , a las que se les denominó T-496 , T -514 , T-516 y T-

544, según sus pesos moleculares i n i . La F igu ra 6 mues t ra la estructura 

de la T-514 o Peroxisotnicina Ai. 

OH OH 0 

F i g u r a 6 . Est ructura de la toxina T-514 o Pe rox i somic ina Al . 



Poster iormente , Waksman y co i s . , e fec tuaron un análisis 

químico y toxicológico a los extractos de los f r u t o s de 10 especies del 

género Karwinskia, donde se demost ró que, aunque todas la9 plantas se 

caracterizan por la presencia de compuestos ant racenónicos , existen 

d i ferencias en el contenido de las toxinas 

Con el objeto de evaluar los e fec tos de las tox inas T - 4 9 6 , T-514 

y T - 5 4 4 del género Karwinskia, Bermúdez y co i s . ' real izaron es tudios 

toxicológicos en diversas especies animales. Los resul tados obtenidos 

indicaron que la T-496 causa diarrea cuando es adminis t rada en forma 

oral. Con la T-544 , se observó una pol ineuropat ía per i fér ica y daño 

neurològico« además de daño hepatorrenal . Con la T -514 , se obse rvó un 

daño hepát ico, pulmonar y renal grave, en donde los es tud ios de 

microscopía electrónica en el h ígado most raron necros i s y depósi tos de 

grasa ci toplasmàtica que se asocian a cambios degenerat ivos subcelulares; 

las a l teraciones histo patológicas en el pu lmón mostraron edema, 

hemorragia alveolar y numerosos l infoci tos po l imorfonuc leares , mientras 

que en el riñón se observó una degeneración turb ia . También se 

encontraron manifestaciones tóxicas en músculo es t r iado y músculo 

cardiaco con estas tres toxinas 

Por otra parte, los efectos select ivos de la T-514 y el hecho de 

que la curva de distr ibución de la letalidad most ra ra una forma 

part icularmente empinada, l levaron a P iñeyro a plantear la h ipótes is de 

que si hubiera una toxicidad select iva entre las células de origen benigno 

y las células de or igen neoplásico, la T-514 pud ie ra ser usada como un 

potencia] agente ant ineoplásico 



Los estudios realizados por P iñeyro y cois, para comprobar esta 

h ipótes is incluyeron once líneas celulares, tres de ellas benignas y ocho 

malignas , en las que se demost ró , sin duda a lguna, una toxicidad 

select iva de la T-S14 sobre las l íneas de origen neoplásico Este 

hecho, llevó a P iñeyro a solici tar la patente para su uso potencial como 

agente antineoplásico, la cual fue o torgada pr imero en la Comunidad 

Económica Europea y, recientemente, en Estados Unidos y Japón 

Actualmente, este compuesto se encuentra en la fase cl ínica I. 

Aunque todavía se desconoce su mecanismo de acción, se ha 

obse rvado que la T-514 produce daño selectivo e i r revers ible en los 

peroxisomas e inhibe en forma no competi t iva a la Catalasa enzima 

presen te en estos organelos , por lo que después se le ha denominado 

" P e r o x i s o m i c i n a A i " . Otros compues tos d iant racenónicos relacionados 

con la T-514 o Peroxisomicina Ai también producen inhibición de la 

Cata lasa y se observó que, entre mayor semejanza est ructural tengan 

estos compues tos diantracenónicos con la T-514 , mayor será la inhibición 

que produzcan f ' J ) . 

Por otra parte, es in teresante hacer notar que, algunos de los 

medicamentos actualmente usados en la quimioterapia del cáncer , como la 

Adriamicina, Mitomicina C y la Bleomicina, son act ivados a radicales 

l ibres . También se tienen evidencias de que las células neoplásicas se 

encuentran depr imidas en a lgunos de sus mecanismos de de fensa , al 

presentar deficiencias en la actividad de enzimas como la Superóxido 

dismutasa , Glutat ión y Glutat ión perox idasa y, por lo tanto, son más 



suscept ib les a los efectos citotóxicos generados por compuestos 

generadores de radicales libres » j . j o j i 

Debido a que la estructura diantracenónica de La T-514 o 

" P e r o x i s o m i c i n a A i " está estrechamente relacionada con compuestos 

po l ih idrox í l i cos aromáticos, en los cuales se ha suger ido una acción 

c i to tóxica a través de la generación de intermediarios react ivos 14 >", 

podr ía cons iderarse que la Peroxisomicina Ai es capaz de generar este 

tipo de radicales libres y que, posiblemente, este p r o c e s o intervenga en 

a lgunos de los efectos citotóxicos y pueda ser cons iderado como parte de 

su mecanismo de acción. 

Por otra parte, es importante determinar si la Peroxisomicina Ai 

interacciona con el s is tema de las monooxigenasas de función mixta. 

Exis ten repor tes que indican que compuestos con es t ruc tura semejante a 

la Peroxisomicina Ai interaccionan con las enzimas microsomales ya 

mencionadas y, durante esta interacción generan radicales Libres. 



H I P O T E S I S 

La Peroxisomicina Ai intcracciona con el s i s tema enzimàtico 

microsomal y genera radicales l ibres como parte de su mecanismo de 

toxicidad celular. 

La Peroxisomicina Ai es capaz de au tooxidarse y generar 

radicales l ibres , aún en ausencia de s is temas enziraáticos y este proceso 

también puede formar parte de su mecanismo de acción. 



O B J E T I V O S 

Estudiar la interacción de la Peroxisomicina Ai con el s is tema 

enzimàtico microsomal involucrado en la b io t ransformación de 

xenobiót icos . 

Determinar si el t iempo es un factor que inf luya importantemente en 

la interacción de la Peroxisomicina Ai con las enzimas 

microsomales . 

Determinar la pos ib le autooxidación de la Perox isomic ina Ai. 

Evaluar si la presencia de los sistemas enzimáticos microsomales 

modif ican el proceso de autooxidación de la Perox isomic ina Ai. 

Determinar si el radical h idroxi lo y el anión supe róx ido forman parte 

de los radicales l ibres generados duran te la autooxidación de la 

Peroxisomicina Ai con ayuda de enzimas espec í f icas , como son la 

Cata lasa y la Superóx ido dismutasa . 



C A P I T U L O 2 

M A T E R I A L Y M E T O D O S 

2 . 1 M A T E R I A L 

2 . 1 . 1 E q u i p o 

Espec t rofo tómet ro UV-VIS Beckman, modelo DU-7500, con 

arreglo de d iodos , con un controlador de la tempera tura Pelt ier 

(con una variación en la temperatura de ± 0 .1 "C) y con un 

p rograma para realizar cinéticas. 

Cubeta de cuarzo con un trayecto óptico de 1 era. 

Ul t racent r i fuga Beckman L8-M. 

Rotor de ángulo fijo Beckman Ti 60, ser ia l 3301, para 6 0 , 0 0 0 

r .p . m. 

Potenciómetro Beckman 05OpH meter. 

Balanza granatar ia Sar tor ius 1206 MP. 

Balanza analít ica Sar tor ius . 

Tubos para u l t racentr i fuga de pol ia lómero Beckman. 

Homogeneizador Pot ter-Elvejhem con pis t i lo de vidrio. 



2 . 1 . 2 R e a c t i v o s 

Agua dest i lada 

Albúmina bovina (Sigma A-473I) 

Carbonato de sodio (Sigma S'4132) 

Cata] asa (Sigma C-9322) 

Cianuro de sodio (Sigma S-3296) 

Citocromo C (S igma C-2506) 

Cloruro de potasio (Sigma P'5285) 

Cloruro de sodio (Sigma S-9888) 

Ferr ic ianuro de potas io (Sigma P-8131) 

F o s f a t o de potas io monobásico (Sigma P-5379) 

F o s f a t o de potas io dibàsico (Sigma P-8281) 

Hidrosu l f i to de sodio (Sigma S-1256) 

Hidróx ido de sodio (Sigma S-5881) 

Metanol (Merck ¡06009) 

Monóxido de carbono (Infra UN-1016) 

NADH (Sigma S-8129) 

NADPH (Sigma S-1630) 

Pir id ina (Merck 109728) 

Pirogaio l (Sigma P-038IJ 

Peroxisomicina Ai 

React ivo de Fol ín-Ciocal teu (Sigma F-9252) 

S u l f a t o de cobre (Sigma C-7631) 

Superóx ido d i smutasa (Sigma S-4761) 

Tartra to de sodio y potas io (Sigma S~2377) 



2.1.3 Mater ia l b i o l ó g i c o 

2 . 1 . 3 . 1 Micro so mas de m a c a c o 

Microsomas de Macaca mulata, ob ten idos de un macho 

de 2 años, con un peso de 1.758 kg . y alimentación 

balanceada ad libitum. 

2 . 1 . 3 . 2 M i c r o s o m a s de rata 

Microsomas de h ígado de ratas Wis ta r macho, con un 

peso de 150 ± 20 g. Los animales tuvieron ciclo luz-

obscur idad controlado y alimentación balanceada ad 

libitum. 

2 . 2 M E T O D O S 

2 . 2 . 1 O b t e n c i ó n de l o s m i c r o s o m a s de m a c a c o 

Los microsomas de macaco fue ron obtenidos de un macho al que 

se le ret i ró el alimento el día previo al exper imento . 

El animal fue sacr i f icado con una inyección intracardiaca de KC1 

al 10% (0 .3 mg/kg) . 

El h ígado f u e pe r fund ido (KC1 0 .154 M, pH 7 .4) , hasta eliminar 

los res tos de sangre , con ayuda de una bomba peristált ica. 

Poster iormente , fue extraído, pesado y homogeneizado (KC1 

0 .154 M, pH 7 . 4 ) en una proporción 1:4 (p /v) . 

El homogenado fue u l t racent r i fugado mediante los pasos descr i tos 

en el Diagrama 1. 



HOMOGENADO 

a w y m w i «•ti 

PRECIPITADO 50BBD(ADAIfTÍ 

CMh^lffiiMt •«h 

SOBRENADANTE MICROSOMAS 

F i g u r a 7 . Esquema del método de 
ultracentrifugacióo seguido para la obtención 
de los mi ero somas. 

Los microsomas obtenidos f u e r o n pesados y resuspendidos (KCI 

0 .154 M, pH 7 .4) , en una proporción de 0 .1 g/mL, Se colocaron 

en tubos Eppendorf f y se almacenaron a -21 <C. 

2 . 2 . 1 O b t e n c i ó n de m i c r o s o m a s de rata 

Los microsomas de ratas fue ron obtenidos de ratas macho, las 

cuales fue ron mantenidas sin al imento desde un día antes del 

experimento. Los animales f u e r o n sacr i f icados por dislocación 

cervical, durante la maftana. 

Los hígados f u e r o n pe r fund idos (KCI 0 .154 M, pH 7 .4 ) , hasta 

el iminar los res tos de sangre . Poster iormente , f u e r o n extra ídos , 

pesados y homogeneizados en una proporción 1:4 (p/v) . 

El p roceso s iguiente fue el mismo al real izado con los microsomas 

de macaco. 



2 . 2 . 3 D e t e r m i n a c i ó n de p r o t e í n a s 

Para la determinación del contenido de proteínas en los 

micro somas se s iguió el método de Lowry en donde el 

incrementa en la absorbancia a 750 nm, es proporc ional al 

incrementa en la concentración de proteínas . 

2 . 2 . 3 . 1 S o l u c i ó n e s t á n d a r de a l b ú m i n a 

Se utilizó una solución estándar de a lbúmina bov ina con 

una concentración de 500 }ig/ixxL. La albúmina fue 

disuel ta en una solución de NaOH 0 .5 M. 

2 . 2 . 3 . 2 R e a c t i v o de L o w r y 

Se preparó con 1 mL de su l fa to de cobre al 1%, 1 mL de 

tartrato de sodio y po tas io al 2% y 98 mL de carbonato 

de sodio al 2%. 

2 . 2 . 3 . 3 R e a c t i v o de F o l í n 

Se di luye el reactivo de Fol ín-Ciocical teus 1:1 con agua 

dest i lada. 

2 . 2 . 3 . 4 C u r v a de c a l i b r a c i ó n 

Se determinó la concentración de prote ínas para cada 

uno de los lotes de microsomas que se usaron en este 

t raba jo . 

Cada punto de la curva de calibración fue determinado 

por t r ipl icado y el promedio de estos valores fue usado 

en la gráf ica . 

Las concentraciones empleadas en la curva de 

calibración se descr iben en la Tabla 1. 



Protctiui 
(lig/mL) 

Albúmina 
(mL) 

NaOH 
(mL) 

Lowry 
(mL) 

FoLín 
(mL) 

0 1 ; QJ 

25 005 095 5 Oí 

50 ai 09 9 OJ 

100 04 OS 5 0J 

150 0-J 0.7 5 OJ 

200 04 06 5 OJ 

350 0J OJ 5 OJ 

T a b l a 1. Concentraciones empleadas para la 
realización de las curvas de proteínas . 

2 . 2 . 3 . 5 D i l u c i ó n de las m u e s t r a s 

Los microsomas fueron determinados por tr iplicado sin 

dilución y con diluciones 1:5 y 1:10 en NaOH 0.5M. 

2 . 2 . 3 . 6 C á l c u l o s 

La concentración de prote ínas de las muestras fue 

interpolada de la curva de calib ración obten ida al 

graf icar el valor de absorbancia con t ra la concentración 

de prote ínas de los es tándares , los valores fueron 

a jus tados con el método de mín imos cuadrados 

(programa estadíst ico del e spec t ro fo tómet ro UV-VIS 

Beckman DU-7500) . 



2 . 2 . 4 P r e p a r a c i ó n de la P e r o x i s o m i c i n a Ai 

Se t rabajó con la Perox isomicina Ai extra ída del f ru to de la 

Karwinskia parvi/olia recolectada en el munic ip io de Choix en 

Sinaloa, en diciembre de 1992. La extracción y puri f icación del 

f ru to , así como su valoración biológica, se realizó en el 

Departamento de Farmacología y Toxicología de la Facultad de 

Medicina de la Univers idad Autónoma de Nuevo León 

2 . 2 . 4 . 1 P r e p a r a c i ó n d e l a s o l u c i ó n p a t r ó n 

Se preparó una solución patrón de 400 fig/mL. Se 

disolvieron 2 mg de la Peroxisomic ina Ai en 0 .5 mL de 

metan ol y se aforaron a 5 mL con una soluc ión 

amort iguadora de fos fa tos <0.2 M, pH 7 .4 ) . 

A partir de esta solución pat rón se tomaron alícuotas 

para obtener concentraciones f ina les de 5, 10, 25 y 50 

Hg/mL. 

2 . 2 . 5 D e t e r m i n a c i ó n de la a c t i v i d a d de l C i t o c r o m o P - 4 5 0 

El Ci tocromo P-450 es una hemoprote ína que cont iene una 

molécula de f i e r ro -pro topor f i r ina IX como grupo prostét ico. Es 

ident if icado por un pronunciado espectro de absorc ión, a 450 nm, 

cuando la hemoproteína es reducida por la adición de monóxido de 

carbono. Esta propiedad se a t r ibuye a la presencia de grupos 

t ioles como l igandos de la hemopro te ína . La concentración de 

Ci tocromo P-450 reducido es una medida directa de la actividad 

de las monooxigenasas de func ión mixta presentes en los 

microsomas «».«<MI>. 



2 . 2 . 5 . 1 P r e p a r a c i ó n de la m u e s t r a 

Los micro somas se di luyeron en una solución 

amortiguadora de fos fa tos (0 .2 M, pH 7 .4) . Se les 

adicionó la Peroxisomicina Ai a las diferentes 

concentraciones. Poster iormente , se añadió una pequeña 

cantidad de dit ionita de sodio (1-2 mg). Se burbu jeó 

monóxido de carbono durante 1 min. Se determinó el 

espectro de absorción de 400 a 500 nm y se obtuvo el 

pico máximo a 450 nm. 

La cantidad de cada reactivo que fue usada se descr ibe 

en la Tabla 2. 

CcnccntreWa it 
Fcrotifomldui Ai 

(Uf/mL) 
Mkraonai 

<HL> <mU w ; 
DftWti 
4c tedia Nwéddv 

dccÉHna 

0 300 2.7 S S 

s 300 2.661 373 z z 

10 300 2¿25 75 ¡=s 
> il 1 i 
> Ito 

25 300 U U 187.5 j¡2¡¡ «••<11 
i 

50 300 2J25 375 = MMh. 

T a b l a 2 . Cantidad de cada reactivo uti l izado en la determinación del 
Ci tocromo P-450. 

2 . 2 . 5 . 2 C á l c u l o s 

Los cálculo5 se realizaron con la s iguiente ecuación <4l): 

nmoles Citocromo P-450/mg proteina - AA (45Q - 4901 4 100Q * Voi, total 
mg/mL proteina 91 Voi. mìe. 



2,2.6 D e t e r m i n a c i ó n de la a c t i v i d a d de l C i t o c r o m o bs 

El Citocromo bs es una hemoprote ina presente en la f racción 

microsomal y mitocondrial Su concentración se determina por 

el espectro redo* del NADH reducido cont ra el Ci tocromo 

oxidado. La reducción del Ci tocromo bs es catal izada por la 

enzima NADH Citocromo b j reductasa , por io que se cons idera 

una medida directa de la actividad de esta enzima <4D-4'-4". 

2 . 2 . 6 . 1 P r e p a r a c i ó n de la m u e s t r a 

Los micro somas se d i luyeron en una solución 

amortiguadora de f o s f a t o s (0 .2 M, pH 7 .4) . Se les 

adicionó la Peroxisomicina Ai a las diferentes 

concentraciones. Se afladió NADH al 2% y la muestra se 

mantuvo en reposo durante 2 minutos . Se determinó el 

espectro de absorción de 400 a 500 nm. Se obtuvieron 

las diferencias entre el espect ro a 424 y a 409 nm. 

La cantidad usada de cada react ivo se describe en la 

Tabla 3. 

CofKOTtftdfad* 
Pwwhoflúffci Ai 

(lif/nL) 
r 11 i miniai 

t o j 
F^AIBI 

(nL) 
Puntini *' 

<|ÜJ 
NADH 
(MU 

« 100 B75 25 

9 100 W2J 125 25 

10 100 850 25 25 

25 100 81X5 6Z5 15 

50 100 750 125 25 

T a b l a 3 . Cantidad de cada react iva que fue ut i l izada eo la 
determinación del C i toc romo b s . 



2 . 2 . 6 . 2 C á l c u l o s 

Los cálculos se realizaron con la s iguiente ecuación ( 4 , J : 

Hiñóles Citocromo bj/tng proteina = AA Í4?4 . 409) • 100Q * Voi, total 
mg/mL prole ina 185 Voi. mie. 

2 . 2 . 7 D e t e r m i n a c i ó n de las h e m o p r o t e í n a s t o t a l e s 

En ausencia de contaminantes de otras hemoprote ínas , las 

hemoproteínas totales son el resul tado de la suma del Ci tocromo 

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

reducido con di t ioni ta de sodio contra el hemocromógeno oxidado 

de la pir idina en presencia de h idróxido de sodio 0 . 5 M <*<<4I>. 

2 . 2 . 7 . 1 P r e p a r a c i ó n de la m u e s t r a 

Los micro somas se di luyeron en una solución 

amort iguadora de KC1 (0 .154 M, pH 7 .4 ) . Se añadieron 

NaOH y pir idina. Pos ter iormente , se Ies adicionó una 

pequeña cantidad de di t ioni ta de sodio (1-2 mg) y la 

Peroxisomicina Ai en las diferentes concentrac iones . 

Después se añadió fe r r ic ianuro de potas io (2 .5 mM) y se 

determinó el espect ro de absorc ión de 530 a 600 nm. 

La cantidad de cada react ivo se descr ibe en la Tabla 4. 



CKUWLWCTHÉ 
FAWDMAKTM A I 

<M/ML) 

MkraMM 
DIL) 

Ka 
(JIL) 

NLOS 
V J 

PUWlM 
(NU T '(HL) " 

N M i 
* Mdb 

M I IL—« 
« T P M 

W 

0 100 XIA 1 « 166 SS£ 6 .6 

9 100 8 4 U 16© M 1X5 r r U 

1 0 100 536.4 1 « 1« 1 5 =£ 6j6 

15 100 4MJ 1 « 146 « 2 5 

5 0 100 43M 1 M Ut 125 r s 6 4 

T a b l a 4 . Cantidad de cada reactivo uti l izado ea la determinación de las 
Hemoprotefnas tota les . 

2 . 2 . 7 . 2 C á l c u l o s 

Los cálculos se realizaron con la s igu ien te ecuación (41): 

nmoles Hecnoproteínas/mg proteína • ¿A (357 - S75Ì • ¡ 0 0 0 * Voi, total 
mg/mL proteína 34.7 Voi. mie. 

2 . 2 . 8 D e t e r m i n a c i ó n de la a c t i v i d a d de la N A D P H C i t o c r o m o 

P - 4 5 0 R e d a c t a s a 

La determinación de esta enzima micro somal requiere del 

Citocromo C como aceptor art if icial de e lec t rones . El pr incipio de 

este ensayo se basa en que el Ci tocromo C oxidado ( fé r r ico) se 

t rans forma a Ci tocromo C reducido ( f e r roso ) , el cual emite un 

espect ro de absorción característ ico a 550 nm <«•«*•«•*«>. 

2 . 2 . 8 . 1 P r e p a r a c i ó n de la m u e s t r a 

Los micro somas se di luyeron en una solución 

amort iguadora de f o s f a t o s (0 .1 M, pH 7 .6) , a los que se 

les añadió KCN (5 mM). Pos ter iormente , se adicionó la 

Peroxisomicina Ai y NADPH (10 mM) y la mezcla se 

incubó duran te 3 minutos a 37 Al terminar la 



incubación, se determinaron los cambios de absorción 

durante 5 minutos, a 550 nm. 

La Tabla 5 muestra la cant idad ut i l izada de cada 

reactivo. 

CofKcaVsdfa <k 
KrafcmfctaAl 

(¿if/mL) 
Mili—« 

(HL) 
Otaran* C 

WJ <MU 
mes 
0iL) (liL) 

NADFB 
(MU 

0 100 400 380 SO 40 

5 loo 400 367J 80 123 44 

10 100 400 3S5 M 2$ 40 

25 100 400 312J 80 «7.5 40 

50 100 400 245 80 125 40 

T a b l a 5. Cani i dad de cada reac t ivo ut i l izado para la determinación d e la 
NADPH Ci toc romo P-450 reductasa. 

2 . 2 . 8 . 2 C á l c a l o s 

Los cálculos se realizaron con la s iguiente ecuación (4I>: 

Dmoles Cit P-450 red/mg pcot /mia = AA (550/min i • 1000 * Voi, total 
mg/mL pro te ina 21 Voi. mie. 

2 . 2 . 9 D e t e r m i n a c i ó n de la a u t o o z i d a c i ó n y de la g e n e r a c i ó n de 

r a d i c a l e s l i b r e s 

La determinación de la pos ib le autooxidación de la Peroxisomicina 

Ai fue real izada s iguiendo el método descr i to por Salvemini y 

cois. c4íl. Este método requiere de Ci tocromo C como aceptor 

artificial de e lectrones . Se usó Pi rogalol como control pos i t ivo . 



2 . 2 . 9 . X D e t e r m i n a c i ó n de la a u t o o x i d a c i ó n y g e n e r a c i ó n 

de r a d i c a l e s l i b r e s p o r e l p i r o g a l o l 

Los micro somas se di luyeron en una solución 

amortiguadora de fos fa tos (0 .2 M, pH 7 . 4 ) . También se 

realizaron determinaciones sin micro s ornas como 

control . Se anadió Citocromo C ( 1 5 . 3 n_M) y NADPH 

(0 .16 raM). Poster iormente , se adic ionó el Pirogalol 

(5.6 ItM). Se determinó el cambio de absorc ión cada 5 

minutos, durante 60 minutos . 

2 . 2 . 9 . 2 I n h i b i c i ó n de la g e n e r a c i ó n de r a d i c a l e s l i b r e s 

p o r e l p i r o g a l o l c o n la S u p e r ó x i d o d i s m u t a s a y 

la C a ta las a 

Se siguió el método ya mencionado, con la adición de la 

SOD y la Catalasa en las concentraciones s iguientes: 

SOD 200, 250, 300 y 400 U/mL 

Catalasa 200, 250, 300 y 400 U/mL 

2 . 2 . 9 . 3 D e t e r m i n a c i ó n de la a u t o o x i d a c i ó n y g e n e r a c i ó n 

de r a d i c a l e s l i b r e s por la P e r o x i s o m i c i n a Ai 

Se siguió el método descri to para el P i roga lo l , pero con 

la Peroxisomicina Ai a d i ferentes concentraciones (5, 

i 0, 25 y 50 ng /mL) . Tamb i én se deter min ó la 

autooxidación en ausencia de los micro somas como 

control . 

La Tabla 6 mues t ra la cant idad usada de cada reactivo. 



Mí taU «U «U •u 
tMM 
«U 

PtapU .... 1 ms SI — Mi 

4 1M 1 tos s» . . . . Hi 

• w 1 4M1 . . . . M MJ 

« Ht 1 JX41 — «A (4J 

T . . . . 1 «14,7 — 1U tu 

* 
m l mr . . . . 111 (ü 

— t NU . . . . «J «CI 

• IDO 1 HU . . . . «J MJ 

F »««i1™ .... 1 3»7 — JU M 

T » ¿ » « ^ • IM 1 IM.7 .... m táS 

T a b l a 6 . Cantidad de cada reactivo util i zada para determinar 
la generación de radicales l ibres . 

2 . 2 . 9 . 4 I n h i b i c i ó n de la g e n e r a c i ó n de r a d i c a l e s l i b r e s 

p o r la P e r o s i s o m i c i n a Ai c o n la S u p e r ó * ido 

d i s m u t a s a y la C a t a l a s a 

Se s igu ió el método ya mencionado, con la adición de la 

SOD y la Catalasa en las concentraciones siguientes: 

SOD 50, 100, 200, 250, 300 y 400 U/mL 

Catalasa 25, 50, 100, 200, 250, 300 y 400 U/mL 

2 . 2 . 1 0 P r e p a r a c i ó n de l o s m i c r o s o m a s i n c u b a d o s 

Para preparar los microsomas incubados , la Peroxisomicina Ai 

se añadió 30 minutos antes de empezar a realizar la 



determinación. Los métodos seguidos pos ter iormente f u e r o n los 

ya mencionados. 

2 . 2 . 1 1 A n á l i s i s e s t a d í s t i c o 

A cada una de las determinaciones real izadas se les realizó una 

prueba de t de Student no pareada con ayuda del p rograma Excell 

vers ión 4 .0 , incluido en el paquete computacional Microsof t 

Off ice . 



C A P I T U L O 3 

R E S U L T A D O S 

3 . 1 D E T E R M I N A C I O N DE LA A C T I V I D A D D E L CITOCROMO 

P - 4 5 0 

Las determinaciones del Citocromo P-450 se realizaron con diferentes 

concentraciones de la Peroxisomicina Ai (5, 10, 25 y 50 jig/mL), tanto en 

microsomas de Macaca mulata como en microsomas de rata Wistar . 

También se realizaron estas determinaciones después de incubar a los 

microsomas con la Peroxisomicina Ai a 37 °C durante una hora. 

3 . 1 . 1 A c t i v i d a d de l C i t o c r o m o P - 4 5 0 en m i c r o s o m a s de Macaca 

mulata no i n c u b a d o s e i n c u b a d o s 

3 . 1 . 1 . 1 A c t i v i d a d de l C i t o c r o m o P - 4 5 0 en m i c r o s o m a s 

d e Macaca mulata n o i n c u b a d o s 

Los resultados obtenidos en la determinación de la 

concentración del Ci tocromo P-450 en los microsomas 

de Macaca mulata no incubados se muestran en la Tabla 

7. 



P Al 
0 ng/mL 

P Al 
5 iig/mL 

PAI 
10 [íg/mL 

PAI 
25 pg/mL 

P Al 
50 tig/mL 

0^78 ±0.051 

n « 200 

<M«5 ±0.055 
* 

n - 2 0 0 

0.566 ± 0.042 
• 

a - 2 0 0 

1.222 ±0058 
* 

a m 200 

0.765 ±0.047 

a - 200 

T a b l a 7 . Concentración del Ci tocromo P-450 en microsomas 
de Macaca mulata no incubados, tratados con diferentes 
concentraciones de Peroxisomicina Al. 
Las unidades son nmoles de Ci tocromo P -450 /mg prote ínas . 
* Indica una diferencia s ign i f ica t iva con respecta al control , 
donde p < 0 .001 . 

La Figura 8 mues t ra la representación g rá f ica de las 

diferencias observadas en la concentración del 

Citocromo P-450 , en relación con las diferentes 

concentraciones de Peroxisomic ina Ai. 

as 

PAI 
(¿ l^nU.) 

IO 

O« 1 .2 

nmoles de Citocromo P-450/mg proteínas 

F i g u r a 9 . Representación gráf ica de la concentración del 
Ci tocromo P-450 en microsomas de Macaca mulata no 
incubados, tratados con diferentes concentraciones de 
Peroxisomic ina Al . 



3 . 1 . 1 . 2 A c t i v i d a d de l C i t o c r o m o P - 4 5 0 en m i c r o s o m a s 

de Macaca mulata i n c u b a d o s 

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 8. 

P Al 
0 Ug/mL 

FAl 
5 Ug/mL 

P Al 
lOllgAnL 

P Al 
25 

P Al 
50 Ug/mL 

0.579 ±0.045 

n • 200 

0.637 ± 0.055 

o « 200 

9.417 ± 0.056 

• = 200 

1.298 ±0.065 
* 

p = 200 

M15± 0.047 
* 

o B 200 

T a b l a 8 . Concentración del Ci tocromo P-450 en microsomas 
de Macaca mulata incubados tratados con diferentes 
concentraciones de Pero*isomicina Al. 
Las unidades son nmoles de Citocromo P-450/mg proteínas. 
* Indica una diferencia s ignif icat iva con respecto al control , 
donde p < 0 .001 . 

La F igura 9 mues t ra la representación g rá f ica de los 

resul tados . 
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P Al 
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nmoles de Citocromo P-450/mg proteina 

F i g u r a 9. Representación gráfica de la concentración del 
Ci tocromo P-450 en microsomas de Macaca mulata incubados 
tratados con diferentes concentraciones de Peroxisomicina Al . 



3 . 1 . 2 A c t i v i d a d de l C i t o c r o m o P - 4 5 0 e n micro s o m a s de rata 

W i s t a r no i n c u b a d o s e i n c u b a d o s 

3 . 1 . 2 . 1 Act iv idad del C i t o c r o m o P - 4 5 0 e n m i c r o s o mas 

de rata W i s t a r no i n c u b a d o s 

Los resultados obtenidos en las determinaciones de la 

concentración del Citocromo P-450 en los microsomas 

de rata Wistar se muestran en la Tabla 9. 

P Al 
0 m/mL 

P Al 
5 UgfalL 

P Ai 
10 iig/mL 

P Al 
25ug/mL 

P Al 
SO ug/mL 

0.45« ± 0.039 0.447 ±0.044 

a = 40 

0494 ±0.042 

o >41 

0.391 ±0.038 

a = 63 

0.217 ± 0.047 
* 

a » 48 

T a b l a 9 . Concentración del C i toc romo P - 4 5 0 en microsomas 
de rata Wis tar no incubados t ra tados con diferentes 
concentraciones de Peroxisomicina Al . 
Las unidades son nmoles de Ci tocroino P - 4 5 0 / m g prote ínas . 
* Indica una diferencia s ign i f ica t iva con respecto al cont ro l , 
donde p < 0 .001 . 

La F igura 10 mues t ra la representac ión gráf ica de las 

diferencias obtenidas en la act ividad del Citocromo P-

450, en relación con las d i ferentes concentraciones de 

Peroxisomicina Ai. 
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0 0.) 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 

nmoles de Citocromo P-450/mg proteínas 

F i g a r i 10 . Representación gráf ica de la concentración del 
Citocromo P-450 en microsomas de rata Wistar no incubados 
tratados con diferentes concentraciones de Peroxisomicina Al. 

1 r ' 
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T " ' 
0.3 
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3 . 1 . 2 . 2 A c t i v i d a d del C i t o c r o m o P - 4 5 0 en m i c r o s o m a s 

de rata Wis tar i n c u b a d o s 

Los resul tados que se observaron en la determinación 

de la actividad del Ci tocromo P-450 con estos 

microsomas se muestran en la Tabla 10. 

P Ai 
0 [igfmT. 

P Ai 
5 iigftnL 

P Al 
10 rm 'mL 

P Ai 
25 (igfaiT. 

P Ai 
SOiig/mL 

0,427 ±0.041 

a = 43 

0 4 7 2 ±0 .044 

a - 49 

0.519 ± 0.042 

* 

a > 4 1 

0 .52910 .039 

« 

a = 53 

0.339 ±0.037 

a = 48 

T a b l a 10 . Concentración del Citocromo P-450 en microsomas 
de rata Wistar incubados tratados con diferentes concentraciones 
de Peroxisomicina A l . 
Las unidades son nmoles de Ci tocromo P-450 /mg proteínas. 
* Indica una diferencia s igni f ica t iva con respecto al control , 
donde p < 0 .001 . 



La Figura 11 mues t ra la representación gráf ica de estos 

resul tados. 

5 0 

2 5 

P A L 
(Ug/niL) 10 

O 
i ' 

0 . 1 0 . 2 0 . 3 0 . 4 0 . 5 0 . 6 

amóles de Citocromo P-450/mg proteínas 

1 i 1 

0 . 4 

F i g u r a 1 1 . Representación gráf ica de la concentración del 
Ci tocromo P-450 en microsomas de rata Wis tar incubados 
tratados con diferentes concentraciones de Peroxisomic ina Al. 

3 . 2 D E T E R M I N A C I O N DE LA A C T I V I D A D D E LA 

C I T O C R O M O bs R E D U C T A S A 

Las determinaciones de la enzima Ci tocromo bs reductasa fueron 

realizadas bajo las mismas condic iones exper imentales usadas en la 

determinación del Citocromo P-450 , es decir , en microsomas no 

incubados e incubados de Macaca mulata y rata Wistar y las 

concentraciones de Peroxisomicina Ai fue ron 5, 10, 25 y 50 ng /mL. 



3 . 2 . 1 A c t i v i d a d de la C i t o c r o m o bs r e d u c t a s a en mi ero s o mas de 

Macaco mulata no i n c u b a d o s e i n c u b a d o s 

3 . 2 . 1 . 1 A c t i v ì d a d de l a C i t o c r o m o bs r e d u c t a s a en 

m i c r o s o m a s de Macaca mulata no i n c u b a d o s 

Los resultados obtenidos en la determinación de la 

concentración del Citocromo bs con los microsomas de 

Macaca mulata no incubados se muestran en la Tabla 

11. 

P A I 
0 ng/mL 

P A I 
5 Hg/mL 

P A l 
10 lig/mL 

P A I P A I 
50i¿g/mL 

0 3 7 7 ± 0.05« 

a s 200 

0.201 ± 0 . 0 5 1 

o » 200 

0 3 4 3 ± 0.045 

* 

n » 200 

0 3 5 9 ±0 .063 

* 

a > 2 0 0 

0.748 ± 0 . 0 7 5 

* 

a « 200 

T a b l a 11 . Concentración del Citocromo bs eD microsomas de 
Macaca mulata no incub ados tratados con diferentes 
concentraciones de Peroxisomicina Al . 
Las unidades son nmoles de Cit . bs/mg proteínas. 
* Indica una diferencia s igni f ica t iva con respecto al control . 
donde p < 0 .001. 

La F igura 12 mues t ra la representación gráf ica de los 

resul tados obtenidos con los microsomas no incubados , 

en la determinación de la act ividad de la NADH 

Citocromo bJ reductasa . 
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F i g u r a 12 . Representación gráfica de la concentración del 
Citocromo bs en microsomas de Macaca mulata no incubados 
tratados con diferentes concentraciones de Peroxisomicina Al. 

3 . 2 . 1 . 2 A c t i v i d a d de la Ci toc romo bs r e d a c t a s a en 

m i c r o s o m a s de Macaca mulata i n c u b a d o s 

Los resul tados obtenidos con los microsomas incubados 

de Macaca mulata se muestran en la Tabla 12. 

P Al 
O | lg/mf. 

P Al 
5 Wg/mL 

P Al 
10 H ^ t n L 

P Al 
2 5 n & m L 

P A l 
5Q|igAnL 

0.231 ±0.047 

• - 200 

0.1*4 ± 0.044 

o - 200 

0.318 ± 0.033 

* 

o - 2 0 0 

0.427 ± 0.041 

* 

n = 200 

0.836 ± 0.051 

» 

a > 2 0 0 

T a b l a 1 2 . Concentración del Ci tocromo bs en microsomas de 
Macaca mulata incubados tratados con diferentes 
concentraciones de Peroxisomicina Al. 
Las unidades son nmoles de Ci t . bs/mg prote ínas . 
* Indica una diferencia s igni f ica t iva con respecto al control , 
donde p < 0 .001 . 



ED la Figura 13 se muestra la representación gráf ica de 

los resul tados. 

so 

2 3 

PAI 
Qig/mLO 1 0 

T T T * -

0 . 1 0 . 2 0 . 3 0 . 4 0 . 5 0 . 6 0 . 7 0 . 8 0 . 9 

nmoles de Citocromo bs/mg proteínas 
F i g u r a 1 3 . Representación gráfica de la concentración del 
Ci tocromo b5 en microsomas de Macaca mulata incubados 
tratados con diferentes concentraciones de Peroxisooi ic ina Ai . 

T "I 

3 . 2 . 2 A c t i v i d a d de la C i t o c r o m o bs r e d u c t a s a en m i c r o s o m a s de 

rata W i s t a r no i n c u b a d o s e i n c u b a d o s 

3 . 2 . 2 . 1 A c t i v i d a d de la C i t o c r o m o bs r e d u c t a s a en 

m i c r o s o m a s de rata W i s t a r no i n c u b a d o s 

Los resul tados obtenidos sobre la actividad enzimàtica 

de la NADH Citocromo bs reductasa con los 

microsomas no incubados de rata Wistar se muestran en 

la Tabla 13. 



PAI 
0 Hg/ml, 

P Al 
5 pgftnL 

P Al 
10 pg/oL 

PAI 
25 tig/knL 

P Al 
5V ^ig/inL 

0.182 ±0.034 

• «140 

0.067 ±0.024 
* 

o = 50 

0.060 ±0.023 
* 

n = 50 

0.068 ± 0X30 
* 

o - 50 

0.227 ±0.051 

o - 5 0 

T a b l a 13 . Concentración del Ci tocromo b5 en microsomas de 
rata Wistar no i acubados tratados con diferentes 
concentraciones de Peroxisomicina Al . 
Laa unidades son nmoles de C i t . b j /mg prote ínas . 
* Indica una diferencia s ign i f ica t iva con respecto al control . 
donde p < 0 .001 . 

La F igura 14 muestra la representación gráf ica de los 

resul tados obtenidos con los microsomas no incubados 

de rata Wistar . 

50 
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F i g u r a 1 4 . Representación gráf ica de la concentración del 
C i toc romo bJ en microsomas de rata Wis tar no incubados 
tratados con diferentes concentraciones de Peroxisomicina Al . 



3 . 2 . 2 . 2 A c t i v i d a d de la C i t o c r o m o bs r e d u c t a s a en 

mie ros o mas de rata W i s t a r i n c u b a d o s 

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 14. 

P Al 
0 jigftnL 

PAI 
5 HgftnL 

PAI 
10 Hg/mL 

PAI 
25 pg/mL 

PAI 
50 |¿g/mL 

0.198 ± 0.032 

• - 8 0 

0.048 ±0.023 
* 

O-80 

0.064 ±0422 
* 

n - 8 0 

1.209 ± 0.033 

n - 8 0 

0.350 ± 0.035 
• 

n - 8 0 

T a b l a 14 . Concentración del C i toc romo bs en microsomas de 
rata Wistar incubados tratados con diferentes concentraciones 
de Peroxisomicina Al . 
Las unidades son nmoles de Ci t . bs/mg prote ínas . 
* Indica una diferencia s ign i f ica t iva con respecto al control , 
do ade p < 0 .001 . 

La Figura 15 muestra la representac ión gráf ica de los 

resul tados. 
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F i g u r a 15 , Representación gráf ica de la concentración del 
Ci tocromo b$ en microsomas de rata Wis ta r incubados tratados 
con diferentes concentraciones de Pero* isomic ina At . 



3 . 3 D E T E R M I N A C I O N DE LAS H E M O P R O T E I N AS TOTALES 

Las determinaciones para evaluar la cantidad de Hemoprote ínas totales 

fue ron realizadas con las mismas condic iones bajo las que se realizaron 

las determinaciones enzimáticas anteriores, es decir , las concentraciones 

de Peroxisomicina Ai usadas fue ron 5, 10, 25 y 50 j ig/mL, los 

micro somas , tanto de Macaca mulata como de rata Wis ta r también fue ron 

no incubados e incubados. 

3 . 3 . 1 D e t e r m i n a c i ó n de la c o n c e n t r a c i ó n de las H e m o p r o t e í n a s 

t o t a l e s en m i c r o s o m a s de Macaca mulata no i n c u b a d o s e 

i n c u b a d o s 

3 . 3 . 1 . 1 D e t e r m i n a c i ó n de la c o n c e n t r a c i ó n de las 

H e m o p r o t e í n a s t o t a l e s en micro s o m a s de 

Macaca mulata n o i n c u b a d o s 

Los resul tados obtenidos en las determinaciones 

realizadas con los microsomas de Macaca mulata no 

incubados se muest ran en la Tabla 15. 



P Al 
0 M^mL 

PAl 
5 y^ml. 

PAl 
10 |¿g/(nL 

PAl 
25 ^g/oiL 

P A l 
50 |¿g/mL 

3.208 ± 0.126 

o e 200 

4J89± 0.147 
• 

o a 200 

5.267 ± 0.155 
• 

• -200 

4362 ± 0J375 
* 

a = 200 

3.254 ±0.271 

o = 200 

T a b l a 1 5 . Concentración de Hemoproteínas total es en 
microsomas de Macaca mulata no incubados tratados con 
diferentes concentraciones de Peroxisomic ina Ai . 
Las unidades son amóles de Hemoprote ínas /mg prote ínas . 
* Indica una diferencia s ign i f ica t iva con respecto al control , 
donde p < 0 .001 . 

Estos resul tados se muestran en forma gráf ica en la 

Figura 16. 
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P Al 1 0 
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F i g u r a 1 6 . Representación gráf ica de la concentración de 
Hemoproteínas to ta les ea micro somas de Macaca mulata no 
incubados tratados con diferentes concentraciones de 
Peroxisomicina Al . 



3 . 3 . 1 . 2 D e t e r m i n a c i ó n de la c o n c e n t r a c i ó n de las 

H e m o p ro te ínas t o t a l e s en m i c r o s o m a s de 

Macaca mulata i n c u b a d o s 

Los resultados obtenidos se presentan e n la Tabla 16. 

P A I 
<J Hg^mL 

P A I 
5 Hg/tnL 

P Al 
10 Hg/mL 

P A l 
25 | ig /mL 

P A I 
50 tig/mL 

3-331 ±0.134 

a > 200 

4.687 ±0 .134 

* 

n - 200 

5.887 ± 0.267 

• 

a - 200 

4.543 ± 0 X 8 5 

* 

n - 20Q 

2.978 ±0 .226 

a - 2 0 0 

T a b l a 1 6 . Concentración de Hemopro teínas to ta les en 
microsomas de Macaca mulata incubados tratados con 
diferentes concentraciones de Peroxisomicina Al . 
Las unidades son nmoles de Hemoprote ínas /mg proteínas . 
" Indica una diferencia s ign i f i ca t iva con respecto al control , 
donde p < 0 .001 . 

La Figura 17 mues t ra los resul tados en forma gráf ica. 
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F i g u r a 17 . Representación grSfica de la concentración de 
Hemoproteínas totales en micro somas de Macaca mulata 
incubados tratados con diferentes concentraciones de 
Peroxisomicina Al . 



3 . 3 . 2 D e t e r m i n a c i ó n de la c o n c e n t r a c i ó n de l a s H e m o p r o t e í n a s 

t o t a l e s en m i c r o s o m a s de rata W i s t a r n o i n c u b a d o s e 

i n c u b a d o s 

3 . 3 . 2 . 1 D e t e r m i n a c i ó n de la c o n c e n t r a c i ó n de las 

H e m o p r o t e í n a s t o t a l e s en m i c r o s o m a s de rata 

Wis tar no i n c u b a d o s 

Los resultados obtenidos con los microsomas de rata 

Wistar no incubados se muestran en la Tabla 17. 

P A l 
0iLg/mL 

P A l 
5 cg^iil-

P Al 
lQligfaL 

P Al 
2!|tgAnL 

P Ai 
SOpg/mL 

1.759 ±(U18 

O = 110 

3.882 ± 0.446 
* 

o - 110 

6.031 ± 0.091 
* 

n a 110 

1563 ±0.367 
* 

a a 110 

3.179 ±0.212 
• 

am l io 

T a b l a 1 7 . Concentración de Hemoprote ínas to ta les en 
microsomas de rata Wis tar no incubadas tratados con diferentes 
concentraciones de Peroxisomicina Ai . 
Las unidades son nmoles de Hemopro te íuas /mg prote ínas . 
* Indica una diferencia s ign i f ica t iva con respecto al control , 
donde p < 0 .001 . 

La Figura 18 mues t ra los resu l tados de una manera 

gráf ica . 
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F i g u r a 1 8 . Representación gráf ica de la concentración de 
Hemop rotefn as totales en micro Bomas de rata Wistar no 
incubados tratados con diferentes concentraciones de 
Peroxisomicina A l . 

3 . 3 . 2 . 2 D e t e r m i n a c i ó n de l a c o n c e n t r a c i ó n d e l a s 

H e m o p r o t e í n a s t o t a l e s e n m i c r o s o m a s de r a t a 

W i s t a r i n c u b a d o s 

Los resul tados se muestran en la Tabla 18. 

P Al P Al 
5 MetaL 

P Al 
10 ¡igftnL 

P Al 
25 (tg/aiL 

P Al 
SO (igAnL 

3.258 ±0.172 

n • 110 

5.730 ±0 .131 

* 

• « 1 1 0 

7.615 ± 0.233 

* 

a - 1 1 0 

5 3 3 1 ±0 .097 

* 

n s 110 

3.161 ±0.292 

a - 1 1 0 

T a b l a 18 . Concentración de Hemoproteínaa totales en 
microsomas de rata Wistar incubadas tratados con diferentes 
concentraciones de Pe ro i isomicina Al . 
Las unidades son nmoles de Hemoprotefnas/cng proteínas. 
* Indica una diferencia s ignif icat iva con respecta al control , 
donde p < 0 .001 . 



Los resultados se muestran en f o r m a grá f ica en la 

F igura 19. 

PAI 
(Hg/mLJ 

SO 
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nmoles de Hemop roteínas/mg proteínas 

F i g u r a 1 9 . Representación gráfica de l a concentración de 
Hemoproteínas totales en microsomas de r a t a Wistar incubados 
tratados con diferentes concentraciones de Pe rox i somic ina Ai . 

3 . 4 D E T E R M I N A C I O N DE LA A C T I V I D A D D E LA N A D P H 

C I T O C R O M O P - 4 5 0 R E D U C T A S A 

La NADPH Citocromo P-450 reductasa es una impor tante enzima del 

s is tema enzimàtico microsomal de las monooxigenasas de función mixta y 

para su determinación se usa al Ci tocromo C como aceptor de electrones. 

Las var iables util izadas en las determinaciones de esta enz ima fue ron las 

mismas que se uti l izaron anteriormente. Se usaron mic rosomas de Macaca 

mulata y de rata Wistar , no incubados e incubados . Las concentraciones 

de Peroxisomicina Al util izadas fue ron 5, 10, 25 y 50 Hg/mL. 



3 . 4 . 1 Act iv idad de la Ci toc romo P - 4 5 0 r e d u c t a s a «n 

micro somas de Macaca mulata no i n c u b a d o s e 

i n c u b a d o s 

3 . 4 . 1 . 1 A c t i v i d a d de la C i t o c r o m o P - 4 5 0 r e d u c t a s a en 

m i c r o s o m a s de Macaca mulata no i n c u b a d o s 

Los resultados de la actividad de la NADPH Citocromo 

P-450 reductasa obtenidos coa los microsomas de 

Macaca mulata no incubados se mues t ran en la Tabla 

19. 

PAI 
0 ngfrnL 

P Al 
5 iigfaiL 

PAI 
lOllgfaiL 

P A I 
25 pgfrnL 

P Al 
50 ng/mL 

5,705 ±0.144 

n - 50 

6.251 ±0.121 
* 

o >50 

6^05 ±0.162 
* 

a * 50 

8.602 ± 0.197 
* 

a « 5 0 

9.103 ±0.144 
* 

a - 5 0 

T a b l a 19 , Actividad de la NADPH Ci tocromo P-450 reductasa 
en microsomas de Macaca mulata no incubados tratados coa 
diferentes concentraciones de Peroxisomicina Al . 
Las unidades son nmoles de Cit . P-450 red/tng proteínas/min. 
* Indica una diferencia s igni f ica t iva con respecto al control , 
donde p < 0 .001 . 

La representación g rá f ica de los resu l tados se muestra 

en la F igura 20. 
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F i g a r a 2 0 . Representación gráfica de la actividad de la 
NADPH Citocromo P-450 reductasa ea microsomas de Macaca 
mulata no incubados tratados con diferentes concentraciones de 
Peroxisomícioa Al . 

3 . 4 . 1 . 2 A c t i v i d a d d e l a C i t o c r o m o P - 4 5 0 r e d u c t a s a en 

m i c r o s o m a s d e Macaca mulata i n c u b a d o s 

Los resul tados de los microsomas de Macaca mulata 

incubados se muest ran en la Tabla 20. 

PAl 
0 l'^inl i 

PAl 
5 |ig/mL 

PAl 
10|ig/mL 

PAI 
25 pgfaiL 

P A l 
50 M*AnL 

6.428 i 0.168 

n - 50 

7.118 ±0.135 
* 

n a 50 

7.947 ±0.117 
• 

a - 5 0 

9.283 ± 0.143 
• 

n - 50 

9.153 ±0.261 
• 

a = 50 

T a b l a 20 . Actividad de la NADPH Citocromo P-4S0 reductasa 
en microsomas de Macaca mulata incubados tratadas con 
diferentes concentraciones de Peroxisomicina Al. 
Las unidades son nmoles de Cit. P-450 red./mg protefnas/min. 
* Indica una diferencia s ign i f ica t iva con respecto al control, 
donde p < 0 .001 . 



En la F igura 21 se muestra la representación gráf ica de 

estos resul tados. 

so 

23 

P A I IO 
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rimóles de Cit. P-450 reductasa/mg prof/minuto 
F i g u r a Z l . Representación gráf ica de la act ividad de la 
NADPH Citocromo P-450 reductasa en microsomas de Macaca 
mulata incubados tratados con diferentes concentraciones de 
Peroxisomicina Al . 

3 . 4 . 2 Act iv idad de la Ci to c romo P - 4 5 0 r e d u c t a s a en 

m i c r o s o m a s de rata W i s t a r no i n c u b a d o s e i n c u b a d o s 

3 . 4 . 2 . 1 A c t i v i d a d de la C i t o c r o m o P - 4 5 0 r e d u c t a s a en 

m i c r o s o m a s de rata W i s t a r no i n c u b a d o s 

Los resul tados obten idos en las determinaciones de la 

actividad de la NADPH Ci tocromo P - 4 5 0 reductasa con 

los microsomas de rata Wistar no incubados se 

muestran en la Tabla 21. 



P A I 
0 i'g/mT. 

P Al 
5 pgfa tL 

P A I 
10 p g / m L 

P A I 
2 5 | ¿ g / n L 

P Al 
50 ^g /mL 

).94« ±0 .179 

i 9 50 

3.017 ± 0.157 

a B 50 

2.899 ±0.273 

a a 5 0 

<.087 ± 0 . 2 1 0 

n s 50 

M 7 9 ± 0.284 

S a 50 

T a b l a 2 1 . Actividad de la NADPH Ci toc romo P-450 reducías« 
en microsomas de rata W i s t a r no incubados tratados con 
diferentes concentraciones de Perox isomic ina Al . 
Las unidades son nmoles de C i t . P-450 red . /mg protefnas /min . 
* Indica una diferencia s i gn i f i c a t i va con respecto al control , 
donde p < 0 .001 . 

La Figura 22 muestra la representac ión g rá f ica de estos 

resul tados . 

P AL 
<¿ig/mL.) 

5 0 

2 3 

10 

1 I ' 

O O.S 1 1 .3 2 2.3 3 3 . 3 4 

nmoles de Cit. P-450 re due tcv a/mg prot/minuto 
Fi g u r a 2 0 . Representación gráfi ca de la actividad de la 
NADPH Ci tocromo P-450 reductasa en mic rosomas de rata 
Wis tar no incubados t ra tados con diferentes concentraciones de 
Peroxisomic ina Al . 

2 



3 . 4 . 2 . 2 A c t i v i d a d d e l a C i t o c r o m o P - 4 5 0 r e d a c t a s a e n 

m i c r o s o m a s d e r a t a W i s t a r i n c u b a d o s 

L o s r e s u l t a d o s o b t e n i d o s s e m u e s t r a n e n l a T a b l a 2 2 . 

P A I 
0 ng/'mL 

P Al 
5 | i g / u L 

P Al 
10 MgfalL 

P A I 
2 5 p g / m L 

P A l 
SOiigAnL 

1.898 ±0 .196 

i « 50 

3.110 ±0 .138 

a = 50 

».074 ± 0.180 

a » 50 

1.151 ± 0 . 1 6 9 

o s 50 

i a 16 ±0 .175 

a = 50 

T a b l a 22. Actividad de la NADPH Ci tocromo P-450 reduclasa 
en microsomas de rata Wistar incubados tratados con diferentes 
concentraciones de Peroxisomicina Al . 
Las unidades son nmoles de Cit. P-450 red. /mg proteínas/min. 
* Indica una diferencia s ignif icat iva COQ respecto al control , 
donde p < 0 .001 . 

L a F i g u r a 2 3 m u e s t r a la r e p r e s e n t a c i ó n g r á f i c a d e e s t o s 

r e s u l t a d o s . 

P AL 
(iLg/mL.) 

5 0 

2 5 

10 

' I 1 

0 0 . 5 1 1 .5 2 2 . 5 3 

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

1 .5 
T -
2 

1 I 1 

2 . 5 3 . 5 

F i g u r a 2 3 . Representación gráfica de la activ idad de la 
NADPH Citocromo P-450 reductasa en micro somas de rata 
Wistar incubados tratados con diferentes concentraciones de 
Peroxisomicina Al. 



3 . 5 P R O C E S O DE A U T O O X I D A C I O N Y G E N E R A C I O N DE 

R A D I C A L E S L I B R E S 

El p roceso de autooxidación y generación de radicales l ibres por la 

Peroxisomicina Al se eva luó tanto en ausencia de los s is temas 

enzimáticos aportados por los microsomas, como en presencia de los 

microsomas de Macaca mulata y rata Wistar . 

Las concentraciones de Perox isomic ina Ai fueron 5, 10, 25 y 50 ^ig/mL, 

que corresponden a 9 .7 , 19.5 , 4 8 . 6 y 97.3 ¿LM respect ivamente . Se usó 

el P i roga lo l (5 .6 JLM ó 706 ¿ig/mL) como control pos i t ivo . El p roceso de 

autooxidación fue seguido du ran t e una hora. 

3 . 5 . 1 G e n e r a c i ó n de r a d i c a l e s l i b r e s p o r la P e r o x i s o m i c i n a Ai 

y el P i r o g a l o l e n a u s e n c i a de s i s t e m a s e n z i m á t i c o s 

( m i c r o s o m a s ) . 

La Tabla 23 mues t r a la concentración de radicales l ibres 

generados por la Pe rox i somic ina Ai y el P i rogalol , expresadas en 

nmoles/mL/hr . 

PIROGALOL 
706fígAnL 

PAi 
5 Wl/aiL 

PAi 
lQ(igfmL 

PAi 
25ngfmL 

P Ai 
SOfígtaiL 

87SH1J8Z 40.36 ±231 66.99 ±2^8 134.79 ± 2J4 140.71 ±3.08 

T a b l a 2 3 . Concentración de radicales l ibres obtenidos en un s is tema in 
vitro con la Perox isomic ina Al . El Pirogalol (5.6 jiM ó 706 (íg/mL) es el 
control pos i t ivo . 
Las unidades son nmoles /mL/hr . 
* Los resultados son el promedio de 6 determinaciones. 



La Figura 24 muestra la generación de radicales l ibres , en base a 

las diferencias de absorbancia en relación al t i empo . 

OJ-

Q.2J-

Ata. 0.1 S 

-m- FnnM (5.6 |iM) 
PAI UvtKti-1 
F Al «QMADL) 
PAI (23*t>mL.) 

—- PAI (jOuf/mLI 

Q.CÏ-

Tl«m(>o (œtorao«) 

F i g u r a 2 4 . Representación gráfica de la generación de radicales l ibres 
por la Peroxisomiciua Al y el Pirogalol en ausenc ia de sistemas 
enzim áticos (microsomal) . 

3 . 5 . 2 G e n e r a c i ó n de r a d i c a l e s l i b r e s p o r la P e r o x i s o m i c i n a Ai 

y e l P i r o g a l o l en p r e s e n c i a de m i c r o s o m a s de Macaca 

mulata 

La cantidad de radicales l ibres que fue se m u e s t r a en la Tabla 24. 

PIROGALOL 
7<M|tg/mL 

PAt 
S fig/mL 

PAi 
lO^gfaiL 

PAi 
25 Hg/mL 

PAt 
54|lg/mL 

16.05 ± 0.32 17.18 ±0.54 19.75 ±1.02 32^2 ±1.31 38.17 ±13« 

T a b l a 2 4 . Concentración de radicales l ibres obtenidos con la 
Peroxisomicina A) y el Pirogalol en presencia de micro somas de Macaca 
mulata. El Pirogalol (5.6 p.M ó 706 | lg /mL) es el cont ro l pos i t ivo . 
Las unidades son nmoles/mL/hr . 
* Los resultados son el promedio de 6 determinaciones. 



La Figura 25 muestra los resul tados en base a las diferencias en 

la absorbaucia . 

Aba. 

15 20 23 30 3S m} 

Tiempo (minuta) 
» «O 

Pirogalol (5.4 UMI 

P Al <9 W®/mL) 

P Al (lOuaM.) 

- • - P Al <Z9ti(/mU 

P Al <90 n«/aL) 

F i g u r a 2 5 . Representación gráfica de la generación de radicales libres por 
la Peroxisomicina Al y el Pirogalol en presencia de microsotnas de Macaca 
mulata. 

3 . 5 . 3 G e n e r a c i ó n de r a d i c a l e s l i b r e s p o r l a P e r o x i s o m i c i n a Ai 

y e l P i r o g a l o l en p r e s e a c i a de micro s omas de rata 

W i s t a r 

La cantidad de radicales l ibres generada por el Pirogalol y la 

Peroxisomicina Ai se mues t r a en la Tabla 25. 

PIROGALOL 
706 ^ m L 

PAi 
5 [Ig/ml. 

PAi 
10 JlgftnL 

P Ai 
25 pgAnL 

P Ai 
50 m/mL 

47.17 ± 1.12 28.38 ±249 34.89 ±2.67 50.23 ±3J1 56.06 ±041 

T a b l a 2 5 . Concentración de radicales l ibres obtenidos con la 
Peroxisomicina Al en presencia de micro somas de rata Wistar. El 
Pirogalol (5.6 (lM d 706 ^.g/mL) es el control pos i t ivo . 
Las unidades son nmoles /mL/hr . 
* Los resultados son el promedio de 6 determinaciones. 



La generación de radicales l ibres en presencia d e los microsomas 

de rata Wistar se presenta en la F igura 26. 

0.3-1 
- • - Ptrafalol (5.411M) 

PAI(JucftnL) 
—PAKIOusmL.) 
—•— FAl(29t«ML} 
—*— PAKSOuaAoL) 

AI» O 13-

0 3 10 13 ao 39 30 33 40 43 30 » 40 

Tiempo (rotamos) 

F i g u r a 26. Representación gráfica de la generación de radicales l ibres por 
la Peroxisomicina Al y el Pirogalol en presencia de microsomas de r a t a 

3 . 6 P R O C E S O DE I N H I B I C I O N DE LA A U T O O X I D A C I O N Y 

G E N E R A C I O N DE R A D I C A L E S L I B R E S DE L A 

P E R O X I S O M I C I N A Ai P O R L A S U P E R O X I D O D I S M U T A S A 

Durante la evaluación del proceso de inhibición de la generación de 

radicales l ibres con la Superóxido d i smutasa (SOD) , las condiciones 

experimentales fue ron las mismas que se s igu ie ron durante el proceso de 

generación de radicales l ibres . Las concentraciones de Peroxisomic ina Al 

y de Pirogalol fue ron las mismas y el per iodo de evaluación también. 

Las concentraciones de SOD uti l izadas para la inhibición del anión 

superóxido fue ron 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. 

Wiscat. 



3 . 6 . 1 E f e c t o i n h i b i t o r i o de la S O D s o b r e l a g e n e r a c i ó n de 

r a d i c a l e s l i b r e s por la P e r o x i s o m i c i n a Ai en a u s e n c i a de 

s i s t e m a s e n z i m á t i c o s ( m i c r o s o m a s ) . 

Se evaluó la inhibición de la generación de radicales l ibres por la 

Perox isomicina Ai por la Super óxido dismutas a. El control 

posi t ivo f u e el Pirogalol . 

3 . 6 . 1 . 1 E f e c t o i n h i b i t o r i o de la SOD s o b r e l a 

g e n e r a c i ó n de l o s r a d i c a l e s l i b r e s de l P i r o g a l o l 

en a u s e n c i a de s i s t e m a s e n z i m á t i c o s 

Los resul tados de la inhibición de los radicales l ibres 

producidos por el P i roga lo l (5 .6 jiM ó 706 ¿ig/mL), con 

las diferentes concentraciones de la SOD, se muestran 

en la Tabla 26. 

S O D Radicales Ufana 
omole^ml/hr 

% de 
inhibición 

0 U / m L 87.57 ± 3 .82 0 

200 U/mL 81.36 ± 1.46 7 . 1 

250 U/mL 56.64 ± 2.03 35.3 

300 U/mL 51.29 ± 1.88 41.4 

400 U/mL 3 5 . 0 7 ± 2.59 5 9 . 9 

T a b l a 2 6 . Inhibición de loa radicales l ibres generados por el 
Pirogalo l (5.6 nM ó 706 i ig /mL) en presencia de diferentes 
dosis de SOD. 
Los resultados son el promedio de 6 determinaciones . 

La Figura 27 m u e s t r a en fo rma gráf ica el efecto 

inhibi torio p roduc ido con la SOD sobre los radicales 

l ibres generados po r el P i rogalo l . 
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F i g u r a 2 7 . Inhibición de la generación los radicales l ibres del 
Pirogalol con las diferentes concentraciones de SOD. 

3 . 6 . 1 . 2 E f e c t o i n h i b i t o r i o de la S O D en l a g e n e r a c i ó n de 

l o s r a d i c a l e s l i b r e s p o r la P e r o x i s o m i c i n a Ai ( 5 

l i g / m L ) en a u s e n c i a de s i s t e m a s e n z i m á t i c o s 

Los resul tados del e fecto inhibi tor io p roduc ido por la 

SOD en la generación de los radicales l ibres generados 

por la concentración más baja de Perox i somic ina Ai se 

muestran en la Tabla 27. 

S O D Radicales librea 
nmolea/ml/hi 

* de 
inhibición 

0 U/mL 40.36 ± 2 . 3 1 0 

200 U/mL 29.71 ± 3 . 2 9 2 6 . 4 

250 U / m L 3.43 ± 1.67 91.5 

300 U/mL 0 100 

400 U/mL 0 1 0 0 

T a b l a 2 7 . Inhibición de los radicales l ibres generados por la 
Peroxisomicina Al (3 p.g/mL), en presencia de diferentes dosis 
de SOD. 
Los resultados son el promedio de ó determinaciones. 



La Figura 28 mues t ra la representación g rá f ica de la 

inhibición de los radicales l ibres generados por la 

Peroxisomicina Ai . 

0 . 1 -
— r Al (J14/T11L) 

200 WBL 

- * - 2 » U « L 

MOlVaL 

400 U/mL 

TWnpn (mUntM) 

•0.2 

F i g a r a 2 8 . Inh ib ic ión de los radicales l ib res generados por la 
Peroxisomicina Al (5 u g / m L ) con las diferentes 
concentraciones de SOD. 

3 . 6 . 1 . 3 E f e c t o i n h i b i t o r i o d e l a S O D e n l a g e n e r a c i ó n de 

l o s r a d i c a l e s l i b r e s p o r l a P e r o x i s o m i c i n a Ai 

( 1 0 i i g / m L ) e n a u s e n c i a d e s i s t e m a s e n z i m á t i c o s 

Los resul tados se muestran en la Tabla 28. 

S O D Radicales libre* 
omolei/nvl/hr 

* de 
inhibicidc 

0 U/mL 66.99 ± 2.98 0 

200 U / m L 48.93 ± 3.25 26.9 

250 U / m L 40.57 ± 2.28 39.4 

300 U / m L 20.36 ± 2.93 69.9 

400 U / m L 0 1 0 0 

T a b l a 2 8 . Inh ib ic ión de los radicales Ubres generados por la 
Perox i somic ina Al (10 l lg /mL), en presencia de diferentes dosis 
de SOD. 
Los resul tados son el promedio de 6 determinaciones . 



La Figura 29 muestra los resul tados de la inhibición 

producida por la SOD en forma gráf ica . 

Ata. 

- • - PAI (IOHC/OL) 

300 U M . 

UOU/DL 

— 3Q0UHL 

— «OUtaL 

F i g u r a 2 9 . Inhibición de los radicales l ibres generados por la 
Peroxisomicina Ai (10 t ig/mL) con las diferentes 
concentraciones de SOD. 

3 . 6 . 1 . 4 E f e c t o i n h i b i t o r i o de la S O D en la g e n e r a c i ó n de 

l o s r a d i c a l e s l i b r e s p o r la P e r o x i s o m i c i n a Ai 

( 2 5 j i g / o i L ) en a u s e n c i a de s i s t e m a s e n z i m á t i c o s 

Los resul tados se muestran en la Tabla 29. 

S O D Radicales Ubre* 
cunolea/ml/hr 

* <Je 
inhibición 

0 U/mL 134.79 ± 2 . 5 4 0 

200 U/mL 124.79 ± 1.77 7.4 

250 U/mL 114.14 ± 3 - 0 4 15.3 

300 U/mL 52.79 ± 0.98 60.8 

400 U/mL 0 1 0 0 

T a b l a 2 9 . Inhibición de los radicales l ibres generados por la 
Peronisomiciaa Al (23 pg/mL) , en presencie de diferentes dosis 
de SOD. 
Los resultados son el promedio de 6 determinaciones. 



La Figura 30 m u é s t r a l o s resultados obten idos en forma 

gráf ica . 

— PAIOiWnD 
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F i g u r a 3 0 . Inhibic ión de los radicales l ibres generados por la 
Peroxisomicina Al (25 (ig/mL) con las diferentes 
concentraciones de SOD. 

3 . 6 . 1 . 5 E f e c t o i n h i b i t o r i o de la S O D en l a g e n e r a c i ó n d e 

l o s r a d i c a l e s l i b r e s p o r l a P e r o x i s o m i c i n a Ai 

( 5 0 ixg /mL) e n a u s e n c i a d e s i s t e m a s e n z i m á t i c o s 

Los resul tados de La inhibición con la SOD se muestran 

en la Tabla 30. 

S O D Radicales libra 
nmoles/tnl/hr 

« de 
inhibición 

O U/raL 140.71 ± 3 . 0 8 0 

200 U/mL 122.64 ± 2 . 9 7 12.8 

250 U/mL 103.71 ±2 .36 26.3 

300 U/mL 57.93 ± 2.06 58.8 

400 U/mL 0 1 0 0 

T a b l a 3 0 . Inh ib ic ido de los radicales libres generados por la 
Peroxisomicina Al (50 ^ i g / m L ) , en presencia de diferentes dosis 
de SOD. 
Los resultados son e l promedio de 6 determinaciones. 



Los resul tados se muestran en fo rma gráf ica en la 

F igura 31. 

OJÎ-

CJ-

Ç.U-

0.1-

Abi. 0.09-1 

F i g u r a 3 1 . Inhibición de los radicales l ibres generados por la 
Peroxisomicina Ai (30 n g / m L ) con las diferentes 
concentraciones de SOD. 

P A l d O w M . ) 

- • - n i i u 

U 0 U M . 

J 0 0 I M 

— 400 U U . 

3 . 6 . 2 E f e c t o i n h i b i t o r i o d e l a S O D e n l a g e n e r a c i ó n de 

r a d i c a l e s l i b r e s p r o d u c i d o s p o r l a P e r o x i s o m i c i n a Ai e o 

p r e s e n c i a d e m i c r o s o m a s d e Macaca mulata 

En las evaluaciones sobre la inhibición de los radicales libres por 

la SOD, en presencia de los microsomas de Macaca mulata, las 

concentraciones de Peroxisomicina Al f u e r o n las mismas que han 

sido usadas durante todo el desarrol lo exper imenta l , pero en este 

caso, las concentraciones de la SOD f u e r o n 50, 100, 150 y 200 

U/mL. 



3 . 6 . 2 . 1 E f e c t o i n h i b i t o r i o de la S O D en l a g e n e r a c i ó n de 

r a d i c a l e s l i b r e s p r o d u c i d o s p o r el P i r o g a l o l 

( 7 0 6 H-g/mL), en p r e s e n c i a d e m i c r o s o m a s de 

Macaca mulata. 

Los resul tados de la inhibición de los radicales l ibres 

producidos por el Pi rogalol se mues t ran en la Tabla 31. 

S O D Radicóle* libre* 
omoles/ml/hr 

*dc 
inhibición 

0 U/mL 16.65 ± 0 . 3 2 0 

50 U/mL 

loo u/mL 
ISO U/mL 

200 U/mL 13.42 ± 0 . 9 7 1 9 . 4 

T a b l a 31 . Inhibición de los radicales l ibres generados por el 
Pirogalol (3.6 pM ó 706 j ig /mL), con diferentes dosis de SOD. 
en presencia de microsomas de Macaca mulata. 
Los resultados son el promedio de 6 determinaciones. 

En la F igura 32 se mues t ran los resul tados en forma 

gráf ica 

200 UAoL 

F i g u r a 3 2 . Inhibición de los radicales l ibres generados por el 
Pirogalol (5.6 (iM ó 760 i ig/mL) con las diferentes 
concentraciones de SOD, en presencia de microsomas de Macaca 
mulata. 



3 . 6 . 2 . 2 E í e c t o i n h i b i t o r i o de l a S O D en l a g e n e r a c i ó n de 

r a d i c a l e s l i b r e s p r o d u c i d o s p o r la 

P e r o x i s o m i c i n a Ai (5 H g / m L ) , e n p r e s e n c i a de 

m i c r o s o m a s de Macoca mulata. 

Los resul tados de la inhibición de la generación de 

radicales l ibres por la Peroxisomic ina Ai en presencia 

de los microsomas de Macaca mulata se muestran en la 

Tabla 32. 

S O D Radicales Ubre* 
nmole*/ml/tir 

% de 
inhibición 

0 U/mL 17.18 ± 0 . 5 4 0 

50 U/mL 11.95 ± 1.30 30.4 

100 U/mL 0 100 

150 U/mL 0 100 

200 U/mL 0 1 0 0 

T a b l a 3 2 . Inhibición de los radicales l ibres generados por la 
Peroxisomicina Al (5 Hg/mL), con diferentes dosis de SOD, en 
presencia de microsomas de Macaca mulata. 
Los resultados son el promedio de tí determinaciones. 

La Figura 33 muestra la representac ión g rá f ica de los 

resul tados de la inhibición de los radicales l ibres 

generados por la Perox isomic ina Ai con las d i ferentes 

concentraciones de SOD. 
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F i g u r a 3 3 . Inh ib ic ión de los radicales l ibres generados por la 
Peroxisomicina Al <5 | ig /mL) . con las diferentes 
concentraciones de SOD, en presencia de micro somas de Macaca 
m ulat a. 

3 . 6 . 2 . 3 E f e c t o i a h i b i t o r i o de l a SOD en l a g e n e r a c i ó n de 

r a d i c a l e s l i b r e s p r o d u c i d o s p o r la 

P e r o x i s o m i c i n a Ai ( 1 0 l l g / m L ) , en p r e s e n c i a de 

m i c r o s o m a s d e Macaca mulata. 

Los resul tados se muestran en la Tabla 33. 

S O D 
Radicales libres 
omolea/cnl/hr mhibtciio 

O U/mL 19.75 ± 1.02 0 

50 U/mL 8.68 ± 1.28 56.1 

100 U/mL 0 100 

150 U/mL O 100 

200 U/mL O 1 0 0 

T a b l a 3 3 . Inh ib i c ión de los radicales l ibres generados por la 
Perox isomic ina Al (1Q jAg/mL), con diferentes dosis de SOD, 
en presencia de mic r o somas de Macaca mulata. 
Los resultados son el promedio de ó determinaciones. 

Los resu l tados se muest ran en forma g rá f i ca en la 

Pigura 34. 
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F i g u r a 34 . Inhibición de los radicales l ibres generados por la 
Peroxisomicina Ai (10 ng/mL) , con las diferentes 
concentraciones de SOD, en presencia de microsomas de Macaca 
mulata. 

3 . 6 . 2 , 4 E f e c t o i n h i b i t o r i o de l a S O D e n l a g e n e r a c i ó n de 

r a d i c a l e s l i b r e s p r o d u c i d o s p o r la 

P e r o x i s o m i c i n a A i ( 2 5 f l g / m L ) , e n p r e s e n c i a d e 

m i c r o s o m a s de Macaca mulata. 

Los resul tados de la inhibición de la generación de 

radicales l ibres se muestran en la Tabla 34. 

S O D Radical ta Ubre* 
omole^ml/hr 

% de 
inhibición 

0 U/mL 32.22 ± 1.31 0 

50 U/mL 6.00 ± 0.87 81.4 

100 U/mL 3.31 ± 1.18 89.7 

150 U/mL 0 100 

200 U/mL 0 1 0 0 

T a b l a 3 4 . Inhibición de los radicales l i b r e s generados por la 
Peroxisomicina Ai (25 j ig/mL), con diferentes dosis de SOD. 
en presencia de microsomas de Macaca mulata. 
Los resultados son el promedio de 6 determinaciones. 



Los resul tados se muestran en forma grá f ica en la 

F igura 35. 

0J-

<M-

0J-

03-

F i g u r a 3 5 . Inhibic ión de loa radicales l ibres generados por la 
Peroxisomicina Al (25 p g / m L ) , con las difer entes 
concentraciones de SOD, en presencia de microsomas de Macaca 
mulata. 

3 . 6 . 2 . 5 E f e c t o i n h i b i t o r i o de la S O D e n la g e n e r a c i ó n de 

r a d i c a l e s l i b r e s p r o d u c i d o s p o r la 

P e r o x i s o m i c i n a Ai ( 5 0 ¿ i g / m L ) , en p r e s e n c i a de 

m i c r o s o m a s de Macaca mulata. 

Los resul tados se muestran en la Tabla 35. 

S O D Radical«« libres 
nmoles/ml/hr 

» d e 
inhibición 

0 U / m L 38.17 ± 1.56 0 

50 U/mL 10.67 ± 1.73 71.4 

100 U/mL 6.79 ± 1.06 82.2 

150 U / m L 5.09 ± 0.91 86.7 

200 U / m L 3.01 ± 1.37 9 2 . 1 

T a b l a 3 5 . Inhibic ión de los radicales l ib res generados por la 
Perox i somic ina Al (50 (ig/mL), con diferentes dosis de SOD, 
en presencia de microsomas de Macaca mulata. 
Los resultados son el promedio de 6 determinaciones . 
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La F igura 36 muestra los resul tados en forma gráf ica . 
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F i g u r a 36 . Inhibición de los radicales l ibres generados por la 
Perón isomicína Al (SO | ig /mL), coa las diferentes 
concentraciones de SOD, en presencia de m i ero s o ¡a as de Macaca 
mulata. 

3 . 6 . 3 E f e c t o i n h i b i t o r i o de la S OD en la g e n e r a c i ó n de 

r a d i c a l e s l ibres p r o d u c i d o s por l a P e r o s i s o m i c i n a Ai en 

p r e s e n c i a de m i c r o s o m a s de rata W i s t a r 

Para realizar las evaluaciones de la inhibición de la generación de 

radicales l ibres producidos por la Perox isomic ina Ai y el 

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

util izaron las mismas concentraciones de SOD. 

3 . 6 . 3 . 1 E f e c t o i n h i b i t o r i o de la S O D en la g e n e r a c i ó n de 

r a d i c a l e s l i b r e s p r o d u c i d o s p o r el P i r o g a l o l 

( 7 0 6 p .g /mL) , en p r e s e n c i a de m i c r o s o m a s de 

rata W i s t a r . 

Los resul tados obtenidos se mues t ran en la Tabla 36. 



S O D KAdicale* libree 
mnules/ml/hr 

» d e 
inhibición 

O U/mL 47.17 ± 1.12 0 

50 UAnL - - - -

100 U / m L 

ISO U/mL - - - -

200 U/mL 28.78 ± 2,04 3 9 , 0 

T a b l a 3 6 . Inhibición de los radicales l ibres generados por el 
Pirogalol (5.6 pM 6 706 fig/mL), con diferentes dosis de SOD, 
en presencia de microsomas de rata Wistar. 
Los resultados son el promedio de 6 determinaciones. 

La F i g u r a 37 mues t ra los resu l tados en fo rma gráf ica , 
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F i g u r a 9 7 . Inhibición de los radicales l ibres generados por el 
Pirogalol (5.6 liM o 706 itg/mL), con las diferentes 
concentraciones de SOD, en presencia de los microsomas de rata 
Wistar. 

3 . 6 . 3 . 2 E f e c t o i n h i b i t o r i o de la S O D en la g e n e r a c i ó n de 

r a d i c a l e s l i b r e s p r o d u c i d o s p o r la 

P e r o x i s o m i c i n a Ax (5 |Xg /mL) , e n p r e s e n c i a de 

m i c r o s o m a s de rata W i s t a r . 

Los r e su l t ados de la inhib ic ión de la generación de 

radicales l ib res se mues t ran en la Tabla 37. 

Ptrofalol 0.«|iM) 
WD U/mL 

Ttanoo íaimtml 



S O D Radicales l ibres 
nmolei/cnl/hr 

% de 
Inhibición 

0 U/mL 28.38 ± 2 . 0 9 0 

5 0 U / m L 4.16 ± 2 . 3 1 85.4 

100 U/mL» 0.68 ± 1.96 97.6 

150 U/mL O 100 

200 U/mL 0 1 0 0 

T a b l a 3 7 . Inhibición de la generación de radicales libres por 
la Perox isomicina Al (5 lig/mL), con diferentes dosis de SOD, 
en presencia de microsomas de rata Wistar. 
Los resultados son el promedio de 6 determinaciones. 

La F igu ra 38 muestra la representac ión g rá f ica de los 

resul tados. 
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F i g u r a 3 8 . Inhibición de los radicales l ibres generados por la 
Peroxisomicina Al (5 j ig /mL), con las diferentes 
concentraciones de SOD, en presencia de los microsomas de rata 
Wistar. 

3 . 6 . 3 . 3 E f e c t o i n h i b i t o r i o de la S O D en la g e n e r a c i ó n de 

r a d i c a l e s l i b r e s p r o d u c i d o s por la 

P e r o x i s o m i c i n a Ai ( 1 0 ^ g / m L ) , en p r e s e n c i a de 

m i c r o s o m a s de rata W i s t a r . 

Los resul tados se muestran en la Tabla 38. 



S O D Radíenle» librea 
nmol«s/ml/hr 

% de 
inhibición 

0 U/mL 34.89 ± 2.67 0 

SOU/mL 6.89 ± 0.82 80.2 

100 U/mL 1.05 ± 2 . 5 5 97 

150 U/mL 0 100 

200 U/mL 0 1 0 0 

T a b l a 3 8 . Inhibición de los radicales l ibres generados 
generado por la Peroxi íoraic ina Al (10 (ig/mL), con diferentes 
dosis de SOD, en presencia de microsotnas de rata Wistar . 
Los resultados son el promedio de 6 determinaciones. 

La F igura 39 muestra la representación gráf ica de estos 

resul tados . 
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f i g u r a 3 9 . Inhibic ión de los radicales l ibres generados por la 
Peroxisomicina Al (10 Hg/mL), con las diferentes 
concentraciones de SOD, en presencia de los microsotnas de rata 
Wistar. 



3 . 6 . 3 . 4 E f e c t o I n h i b i t o r i o de la S O D en l a g e n e r a c i ó n de 

r a d i c a l e s l i b r e s p r o d u c i d o s p o r la 

P e r o x i s o m i c Í D a Ai ( 2 5 f i g / m L ) , e n p r e s e n c i a de 

m i c r o s o m a s de rata W i s t a r 

Los resultados de la inhibición de radicales l ibres se 

muestran en la Tabla 39. 

S O D Radical«« libra« 
nmoles/ ml/tir 

% <¡e 
inhibición 

0 U/mL 50.23 ± 3.21 Q 

50 U/mL 16.3 ± 3 . 1 8 67.5 

100 U/mL 7.34 ± 2.90 85.4 

150 U/mL 0 100 

200 U/mL 0 1 0 0 

T a b l a 3 9 . Inhibición de los radicales l ibres generadas por la 
Peroxisomicina Al (25 p g / m L ) , con diferentes dosis de SOD, 
en presencia de microsomas de rata Wis tar . 
Los resultados son el promedio de 6 determinaciones . 

La Figura 40 muestra los resul tados en forma gráf ica . 
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F i g n r a 4 0 . Inhibic ión de los radicales l ibres ¿enerados por la 
Peroxisomic ina Al (25 Hg/mL), con las diferentes 
concentraciones de SOD, en presencia de los microsomas de rata 
Wistar . 



3 . 6 . 3 . 5 E f e c t o i n h i b i t o r i o de l a S O D e n l a g e n e r a c i ó n de 

r a d i c a l e s l i b r e s p r o d u c i d o s p o r l a 

P e r o x i s o m i c i n a Ai ( 5 0 f i g / m L ) , e n p r e s e n c i a de 

m i c r o s o m a s de r a t a W i s t a r . 

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 40. 

S O D EUdtulcs librea 
tunóles/ml/hr 

%4c 
inhibición 

0 U/mL 56.06 ± 0 . 8 1 0 

50 U/mL 18.92 ± 2.13 66.3 

100 U/mL l l . S ± 1.85 79.5 

150 U/mL 2.18 ± 1.33 96.1 

200 U/mL 0 1 0 0 

T a b l a 4 0 . Inhibición de los radicales l ibres generados por la 
Peroxisomicina Al (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 mues t ra la representación gráf ica de los 

resul tados. 
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F i g u r a 4 1 . Inhibic ión de los radicales l ibres generados por la 
Perox isomicina Al (50 | ig /mL) , con las diferentes 
concentraciones de SOD, en presencia de los microsomas de rata 
Wistar . 



3 . 7 P R O C E S O DE I N H I B I C I O N DE LA A U T O O X I D A C I O N Y 

G E N E R A C I O N DE R A D I C A L E S L I B R E S DE LA 

P E R O X I S O M I C I N A Ai POR LA C A T A L A S A 

Para va lorar una posible inhibición de la generación de otros radicales 

l ibres como el radical hidroxilo, se realizaron pruebas con la Catalasa. 

El t rabajo experimental fue realizado bajo las mismas condic iones que se 

s iguieron durante la evaluación de la inhibición de la generación de 

radicales l ibres con la SOD y las concentraciones de Cata lasa utilizadas 

para la inhibición fue ron 25, 50, 100 y 200 U/mL. 

3 . 7 . 1 E f e c t o i n h i b i t o r i o de la C a t a l a s a s o b r e la g e n e r a c i ó n de 

r a d i c a l e s l i b r e s por la P e r o x i s o m i c i D a A i en a u s e n c i a 

de s i s t e m a s e n z i m á t i c o s ( m i c r o s o m a s ) . 

Se evaluó la posible inhibición de la generación de radicales 

l ibres (específ icamente el radical hidroxi lo) de la Peroxisomicina 

Ai y el Pi rogalol con la Catalasa, en ausenc ia de los s is temas 

enzim áticos aportados por los microsomas . 

3 . 7 . 1 . 1 E f e c t o i n h i b i t o r i o de la C a t a l a s a s o b r e la 

g e n e r a c i ó n de l o s r a d i c a l e s l i b r e s del P i r o g a l o l 

en a u s e n c i a de s i s t e m a s e n z i m á t i c o s 

Los resul tados de la inhibición de los radicales libres 

producidos por el Pi rogalol (706 ng/mL) , con las 



diferentes concentraciones de la Catalasa , se muestran 

en la Tabla 41. 

CATALASA Radicales Libre« 
nmoles/ml/hr 

% de 
Inhibición 

0 U / t n L 8 7 . 5 7 ± 3 .82 0 

25 U/mL 

50 U/iuL 

100 U /mL 

200 U/mL 61.71 ± 2 . 6 3 2 9 . 5 

T a b l a 4 1 . Inhibición de los radicales l ibres generados por el 
Pirog alol (5.6 |iM 6 706 i lg/mL), con diferentes dosis de 
Catalasa, en ausencia de s is temas enzimát icos . 
Los resultados son el promedio de 6 determinaciones. 

Los resultados se muestran en forma gráf ica en la 

Figura 42. 
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F i g u r a 4 2 . Inhibic ión de los radicales l ibres generados por el 
Pirogalol (5.6 JIM 6 706 y.g/mL), con las diferentes 
concentraciones de Catalasa, en ausencia de s is temas 
enzimát icos . 



3 . 7 . 1 . 2 E f e c t o i n h i b i t o r i o de la C a t a l a s a en la 

g e n e r a c i ó n de l o s r a d i c a l e s l i b r e s p o r la 

P e r o x i s o m i c i n a Ai (5 p .g /mL) e n a u s e n c i a de 

s i s t e m a s e n z i m á t i c o s 

Los resultados se muestran en la Tabla 42. 

C A T A L A S A Radicale« Ubi«* 
nmulu/miyhr 

% de 
inhjbiuAn 

0 U/mL 40.36 ± 2 . 3 1 0 

25 U/mL 19.93 ± 1.23 50.6 

50 U/mL 0 100 

100 U/mL 0 100 

200 U/mL 0 1 0 0 

T a b l a 4 2 . Inhibición de los radicales l ibres generados por la 
Peroxisomicina Ai (5 n g / m L ) , en presencia de diferentes dosis 
de Catalasa. 
Los resultados son el promedio de 6 determinaciones . 

En la F igura 43 se muestra la representación gráf ica de 

los resul tados. 
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F i g u r a 4 3 . Inhibic ión de los radicales l ibres generados por la 
Peroxisomicina Al (5 M.g/mL) con las diferentes 
concentraciones de Catalasa. 



3 . 7 . 1 . 3 E f e c t o I n h i b i t o r i o de la C a t a l a s a e n la 

g e n e r a c i ó n de l o s r a d i c a l e s l i b r e s por la 

P e r o s I s o m i c i u a Ai ( 1 0 ^ig/mL) e n a u s e n c i a de 

s i s t e m a s e o z i m á t i c o s 

Los resultados se muestran en la Tabla 43. 

C A T A L A S A B^ilicilw Librea 
nniolea/mi/hr 

% de 
inhibición 

0 U/mL 66.99 ± 2.98 0 

25 U/mL 23.43 ± 0 .95 65 

50 U/mL 0 100 

100 U/mL 0 100 

200 U/mL 0 l o o 

T a b l a 4 3 . Inhibición de los radicales l ibres generados por la 
Peroxisomicina Al (10 p.g/mL), en presencia de diferentes dosis 
de Catalasa. 
Los resultados son el promedio de 6 in terminaciones . 

Los resultados de esta inhibición se muest ran en forma 

gráf ica en la Figura 44. 
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F i g u r a 4 4 . Inhibición de los radicales l ibres generados por la 
Peroxisomicina Ai (10 t ig /mL) con las diferentes 
concentraciones de Cata lasa . 



3 . 7 . 1 . 4 E f e c t o i n h i b i t o r i o de la C a t a l a s a en la 

g e n e r a c i ó n de l o s r a d i c a l e s l i b r e s p o r la 

P e r o s i s o m i c i n a Ai ( 2 5 i t g / m L ) en a u s e n c i a de 

s i s t e m a s e n z i m á t i c o s 

Los resultados obtenidos con esta dos is se muestran en 

la Tabla 44. 

CATALASA 
Radicale* Ubre* 
nmdna/ml/hr 

«de 

0 U/mL 134.79 ± 2 . 5 6 0 

25 U/mL 25.86 ±3 .41 80.8 

50 U/mL 0 100 

100 U/mL 0 100 

200 U/mL 0 TOO 

T a b l a 4 4 . Inhibición de los radicales l ibres generados por la 
Peroxisomicina Al (25 (Ig/mL), en presencia de diferentes dosis 
de Catal asa. 
Los resultados son el promedio de 6 determinaciones. 

Los resultados se presentan en fo rma grá f ica en la 

Figura 45 . 
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F i g u r a 4 5 . Inhibición de los radicales l ibres generados por la 
Peroxisomicina Al (25 llg/mL) con las diferentes 
concentraciones de Catalasa. 



3 . 7 . 1 . 5 E f e c t o i n h i b i t o r i o de la C a t a l a s a en la 

g e n e r a c i ó n de l o s r a d i c a l e s l i b r e s p o r la 

P e r o x i s o m i c i n a Ai ( 5 0 jxg/mL) e n a u s e n c i a de 

s i s t e m a s e n z i m á t i c o s 

Los resultados obtenidos se muest ran en la Tabla 45. 

CATALASA 
Radicales libre» 

nmalea/ml/tv 
* de 

inh ib ic ión 

0 U/mL 140.71 ± 3 . o a 0 

25 U/mL 35.86 ± 3-77 74.5 

50 U/mL 8.71 ± 2.34 93.8 

100 U/mL 0 100 

200 U/mL 0 1 0 0 

T a b l a 4 5 , Inhibición de los radicales l ibres generados por la 
Peroxisomicina Ai (50 ng/mL), en presencia de diferentes dosis 
de Catalasa. 
Los resultados son el promedio de 6 determinaciones. 

Los resultados se muestran en forma gráf ica en la 

Figura 46. 
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F i s u r a 4 6 . Inhibición de los radicales l ibres generados por la 
Peroxisomicina Al (50 jig/mL) con las diferentes 
concentraciones de Catalasa. 



3 . 7 . 2 E f e c t o i n h i b i t o r i o de la C a t a l a s a en la g e n e r a c i ó n de 

r a d i c a l e s l ibres p r o d u c i d o s por la P e r o s i s o m i c i n a Ai en 

p r e s e n c i a de m i c r o s o m a s de Macaca mulata 

Se evaluó la inhibición de la generación de radica les l ibres de la 

Perox isomicina Ai y el Pirogalol con la Cata lasa , en presencia de 

l o s m i c r o s o m a s d e Macaca mulata. 

3 . 7 . 2 . 1 E f e c t o i n h i b i t o r i o de l a C a t a l a s a en la 

g e n e r a c i ó n de r a d i c a l e s l i b r e s p r o d u c i d o s p o r 

el P i r o g a l o l ( 7 0 6 i i g / m L ) , en p r e s e n c i a de 

m i c r o s o m a s de Macaca mulata. 

Los resultados de la inhibición de los radicales l ibres 

produ cidos por el Pirog alol, con las diferentes 

concentraciones de la Catalasa se muest ran en la Tabla 

46. 

CATALASA 
Radicale« libres 
iunoles/ml/hr 

« de 
inhibición 

0 U/mL 16.65 ± 0 . 3 2 o 

25 LJ/mL 

50 U/mL . . . . 

100 U/mL 

200 U/mL 0 1 0 0 

T a b l a 4 6 . Inhibición de los radicales l ibres generados por el 
Pirogalol (5.6 fiM i 706 (ig/inL), coa diferentes dosis de 
Catalasa, en presencia de microsomas de Macaca mulata. 
Los resultados son el promedio de 6 determinaciones. 

La Figura 47 muestra los resul tados en forma gráf ica. 



PirapMtMiiM) 
JOOUrtnL 

F i g u r a 4 7 . Inhib ic ión de los radicales l ibres generados por el 
Pirogalol (5 .6 H.M ó 760 ^g /mL) con las diferentes 
concentraciones de Catalasa, en presencia de ios microsomas de 
Macaca mulata. 

3 . 7 . 2 . 2 E f e c t o i n h i b i t o r i o d e l a C a t a l a s a en l a 

g e n e r a c i ó n d e r a d i c a l e s l i b r e s p r o d u c i d o s p o r 

la P e r o s i s o m i c i n a Ai (5 f i g / m L ) , e n p r e s e n c i a 

d e m i c r o s o m a s d e Macaca mulata. 

Los resu l t ados obtenidos con la dosis más baja de 

Peroxisomic ina Al en presencia de los microsomas de 

Macaca mulata se muestran en la Tabla 47. 

CATALASA 
Radicales libre« 

omolei/mi/hr 
% de 

Inhibición 

0 U/mL 17.18 ± 0.54 0 

25 U/mL 0 100 

50 U/mL 0 100 

100 U / m L 0 loo 

200 U / m L 0 100 

T a b l a 4 7 . Inh ib ic ión de los radicales libres generados por la 
Pero*isomicina Al (5 (Ag/mL), con diferentes dosis de Catalasa, 
en presencia de microsomas de Macaca mulata. 
Los resul tados son el promedio de 6 determinaciones. 



La Figura 48 muestra la representación g rá f ica de los 

resul tados. 

Ato 

0] 
0.13 

0.1 
OJW 

o 
«03 
4 1 

-0.IJ-

4 3 -

4-25" 

•0J- Tû nlnlBVM) 

- • - PAl t f i i f f oU 

— UlMiL 

J 0 1 M . 

100 UWL 

— 200 U/mL 

F i g u r a 4 8 . Inhibición de los radicales l ibres generados por (a 
Perox isomicina Al (5 n g / m L ) , con las diferentes 
concentraciones de Catalasa, en presencia de los microsomas de 
Macaca mulata. 

3 . 7 . 2 . 3 E f e c t o i n h i b i t o r i o d e l a C a t a l a s a e o la 

g e n e r a c i ó n d e r a d i c a l e s l i b r e s p r o d u c i d o s p o r 

la P e r o x i s o m i c i n a A i (10 i t g / m L ) , e n p r e s e n c i a 

de m i c r o s o m a s d e Macaca mulata. 

Los resul tados se muestran en la Tabla 48. 

C A T A L A S A Radicale* Ubres 
nmolcs.'ml/hr 

% de 
inhibición 

O U/mL 19.75 ± 1.02 0 

25 U/mL O 100 

50 U/mL 0 100 

100 U/mL 0 100 

200 U/mL 0 TOO 

T a b l a 4 8 , Inhibición de los radicales l ibres generados por la 
Peroxisomicina Al (10 f ig /mL), con diferentes dosis de 
Catalasa, en presencia de microsomas de Macaca mulata. 
Los resultados son el promedio de 6 determinaciones . 



Los resul tados se muestran en fo rma gráf ica en la 

Figura 49. 

<UJi 
01 

0 . 1 3 

0.1 

0 0 3 

A t a . o 

-005 
-0.1 

-0.IJ 
•0 2 

-0.13 

F i g u r a 49 . Inhibic ión de los radicales l ibres generados por la 
Peroxisoraicina Al (10 Hg/mL), con las diferentes 
concentraciones de Catalasa, en presencia de los microsomas de 
Macaca mulata. 

3 . 7 . 2 . 4 E f e c t o i n h i b i t o r i o de la C a t a l a s a en la 

g e n e r a c i ó n de r a d i c a l e s l i b r e s p r o d u c i d o s p o r 

la P e r o x i s o m l c i n a Ai ( 2 5 j xg /mL) , e n p r e s e n c i a 

de m i c r o s o m a s de Macaca mulata. 

Los resu l tados de la inhibición de la generación de 

radical h id rox i lo de la Peroxisoraicina Ai a la 

concentración de 25 |Xg/mL se muestran en la Tabla 49, 

i i i—r JM_ y —±T jP 1 ' * 

- a - P A l ( 1 0 t i | / a L ) 

- > - S V M . 

- * - * U / m L 

1 0 0 U M . 

— 2 0 0 W b L 

Tiespo (UVBM) 



CATALASA 
RwJifnln libiti 

omoleVmi/nr 
% de 

inhibición 

O U/mL 32.22 ± 1.31 0 

25 U/mL 0 loo 

50 U/mL 0 100 

100 U/mL 0 100 

200 U/mL 0 1 0 0 

T a b l a 4 9 . Inhibición de los radicales l i b r e s generados por la 
Peroxisomicina Al (25 n g / m L ) , con diferentes dosis de 
Catalasa, en presencia de microsomas de Macaca mulata. 
Los resultados son el promedio de 6 de te rminac iones . 

La Figura 50 muestra los resu l tados en forma gráf ica . 
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I I I 

Ttoaiv« (Bucoa) 

- — P Al OS Ilg/OL) 
UUAaL 

- * - »U/aL 
lOOU/ui 

— 200 U/aL 

F i g u r a 5 0 . Inhibición de los radicales l ib res generados por la 
Peroxisomic ina Al (25 u g / m L ) , con las diferentes 
concentraciones de Catalasa, en p resenc ia de los microsomas de 
Macaca mulata. 

3 . 7 . 2 . 5 E f e c t o I n h i b i t o r i o de l a C a t a l a s a en la 

g e n e r a c i ó n de r a d i c a l e s l i b r e s p r o d u c i d o s por 

la P e r o x i s o m i c l n a Ai ( 5 0 l i g / m L ) , en p r e s e n c i a 

de m i c r o s o m a s de Macaca mulata. 

Los resul tados se muestran en la Tabla 50. 



CATALASA 
Radicales Ubres 
nmoles/ml/hr 

% de 
inhibición 

0 U / m L 38.17 ± 1.56 0 

25 U / m L 2.92 ± 0.76 92.3 

SOU/tnL 0 100 

lOO U/mL 0 100 

200 U/mL 0 1 0 0 

T a b l a 5 0 . Inhibición de los radicales l ibres generados por la 
Peroxisomicina Al (50 iig/mL ), con diferentes dosis de 
Catalasa, en presencia de microsomas de Macaca mulata. 
Los resul tados son el promedio de 6 determinaciones. 

La F i g u r a 51 muestra estos resu l tados en forma gráf ica . 

— FAl(U»if/mL) 
VIVaL 

- * - KU/aL 
— 100 UAnL 

- * - JOQUtaL 

-o.«- Tkrapq (nÉnum) 

F i g u r a 5 1 . Inhibición de los radicales l ibres generados por la 
Peroxisomic ina Al (50 p-g/mL), con las diferentes 
concentraciones de Catalana, en presencia de los microsomas de 
Macaca mulata. 

3 . 7 . 3 E f e c t o i n h i b i t o r i o de la C a t a l a s a en la g e n e r a c i ó n de 

r a d i c a l e s l i b r e s p r o d u c i d o s por la P e r o x i s o m i c i n a Ai en 

p r e s e n c i a de m i c r o s o m a s de rata W i s t a r 

También se eva luó la inhibición de la generación de radicales 

l ibres de la P e r o x i s o m i c i n a Ai y el P i roga lo l con la Catalasa, en 

presencia de los m i c r o s o m a s de rata Wis ta r . 



3 . 7 . 3 . 1 E f e c t o i n h i b i t o r i o de la C a t a l a s a en la 

g e n e r a c i ó n de r a d i c a l e s l i b r e s p r o d u c i d o s por 

el Piro g a lo l <706 i i g / tnL) , en p r e s e n c i a de 

micro s o m a s de rata W i s t a r . 

La inhib ición la generación de radie ales libre s del 

Pirogalol por la Catalasa, en presencia de microsomas 

de rata Wistar, se muestra en la Tabla 51. 

CATALASA 
Radicales libres 
nmolc4'ml/hr 

«fc de 
inhibición 

0 U/mL 47.17 ± 1.12 0 

23 U/mL 

50 U/mL 

100 U/mL 

200 U/mL 21.64 ± 1.06 5 4 . 1 

T a b l a 5 1 . Inhibición de los radicales l ibres generados por el 
Pirogalo l (5-6 |lM ó 706 p g / m L ) , con diferentes dosis de 
Catalasa, en presencia de microsomas de rata Wis tar . 
Los resultados son el promedio de 6 determinaciones . 

La F igu ra 52 muestra los resul tados en forma gráf ica . 

nroplal 13.4 iiM) 
— m u « . 

F i g u r a 5 2 . Inhibic ión de los radicales l ib res generados por el 
Pi roga lo l (5.6 jlM ó 706 n g / m L ) , con las diferentes 
concentraciones de Catalasa, en presencia de los microsomas de 
rata Wistar . 



3 . 7 . 3 . 2 E f e c t o i n h i b i t o r i o de la C a t a l a s a en la 

g e n e r a c i ó n d e radie a les l i b r e s p r o d u c i d o s por 

la P e r o x i s o m i c i n a Ai (5 i i g / m L ) , e n p r e s e n c i a 

de micro s o m a s de rata W i s t a r . 

La inhibición se mues t ra en la Tabla 52. 

CATALASA 
Radicale» Ubre« 
nmnlrs/ml/hr 

% de 
inhibición 

0 U/mL 28.38 ± 2.09 0 

25 U/mL 5 .74 ± 1.38 79-7 

50 U/mL 1.22 ± 1.04 95.7 

100 U/mL 0 100 

200 U/mL 0 TOO 

T a b l a 5 2 . Inh ib ic ión de los radicales l ibres generados por la 
Peroxisomicina Al (5 | ig /mL) , con diferentes dosis de Catalasa, 
en presencia de micro somas de rata Wistar . 
Los resultados son el promedio de 6 determinaciones . 

La F igura 53 mues t r a la representación gráf ica de los 

resul tados. 

F Al Uw/nL) 
UUteL 

- * - »UtaL 
100 UU. 
300 WoL 

F i g u r a 5 3 . I n h i b i c i ó n de los radicales l ibres generados por la 
Perox i somic ina Al (5 ^.g/mL), con las diferentes 
concentraciones de Catalasa , en presencia de los micro soma» de 
rata Wistar . 



3.7.3,4 E f e c t o i n h i b i t o r i o de la C a t a t a s a en la 

g e n e r a c i ó n de r a d i c a l e s l i b r e s p r o d u c i d o s p o r 

la P e r o x i s o m i c i n a Ai ( 1 0 n-g /mL) , e n p r e s e n c i a 

de m i c r o s o m a s de rata W i s t a r . 

Los resu l t ados se muestran en la Tabla 53. 

CATALASA 
Radicales libres 
nmoles/miyhr 

% de 
inhibición 

O U/mL 34.89 ± 2.67 0 

25 U/mL 7.95 ± 1.56 77.2 

50 U/mL 4.94 ± 2.05 85 8 

lOO U/mL O 100 

200 U/mL 0 lOO 

T a b l a 5 3 . Inhibic ión de los radicales l ibres generados por la 
Peroxisomicina Al (10 (ig/mL), con diferentes dosis de 
Catalasa, en presencia de microsomas de rata Wistar . 
Los resultados son el promedio de 6 determinaciones. 

La F igura 54 mues t ra la representación g rá f ica de estos 

resul tados . 

P Al (IOt4/nL) 
19 U/mL 

-t- 30 U/mL 

— 100 U/mL 
300 U/mL 

Tiempo («tau») 

F i g u r a 5 4 . Inh ib ic i ín de los radicales l ibres generados por la 
Peroxisomic ina Ai (10 ng /mL) , con las diferentes 
concentraciones de Catalasa, en presencia de los microsomas de 
rata Wistar. 



3 . 7 . 3 . 4 E f e c t o i n h i b i t o r i o de la C a t a l a s a en la 

g e n e r a c i ó n de r a d i c a l e s l i b r e s p r o d u c i d o s p o r 

la P e r o x i s o m i c i n a Ai ( 2 5 i i g / m L ) , en p r e s e n c i a 

de m i c r o s o m a s de rata W i s t a r . 

La inhibición de los radicales l ibres generados por la 

Peroxisomicina Ai en la concentración de 10 fAg/mL en 

presencia de los mic rosomas de rata Wis ta r se muestra 

en la Tabla 54. 

CATALASA Radicales libres 
nmole s/ml/hr 

% de 
inhibición 

0 U/mL 59.23 ± 3.2X 0 

25 U/mL 16.09 ± 0 . 9 7 67.9 

50 U/mL 9.88 ± 1.18 80.3 

100 U/mL 0 100 

200 U/mL o 1 0 0 

T a b l a 5 4 . Inhibición de lo s radicales l ibres generados por la 
Peroxisomicina Al (25 p.g/mL), con diferentes dosis de 
Catalasa, en presencia de mic rosomas de rata Wistar . 
Los resultados son el promedio de 6 determinaciones. 

Los resultados se mues t ran en forma gráf ica en la 

Figura 55. 
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F i g u r a 5 5 . Inh ib ic ión de los radicales l ibres generados por la 
Peroxisomicina Al (25 ng/raL), con las diferentes 
concentraciones de Catalasa, en presencia de los microsomas de 
rata Wistar . 

3 . 7 . 3 . 5 E f e c t o i n h i b i t o r i o de la C a t a l a s a en la 

g e n e r a c i ó n de radie a les l i b r e s p r o d u c i d o s p o r 

la P e r o x i s o m i c i n a Ai ( 5 0 i i g / m L ) , en p r e s e n c i a 

de m i c r o s o m a s de rata W i s t a r . 

La inhibición con la concentración de 50 pg/raL de 

Peroxisomicina Al se muestran en la Tabla 55. 

CATALASA 
Radicales libre* 
nmoleVml/hr 

% de 
inhibicî D 

0 U/mL 56.0« ± 0 . 8 1 0 

25 U/mL 21.01 ± 1.23 62.5 

50 U/mL 17.48 ± 1.48 68.8 

100 U/mL 2.44 ± 1.36 95.6 

200 U/mL 0 1 0 0 

T a b l a 5 5 . Inh ib ic ión de lo« radicales l ib res generados por la 
Peroxisomic ina Al (50 ng/rnL), con diferentes dosis de 
Catalasa, en presencia de microsomas de rata Wis tar . 
Los resultados son el promedio de 6 determinaciones . 



La Figura 56 mues t ra la representación g rá f ica de los 

resultados. 

? Al UQtif/mL) 

23 U/mL 

- * - SOUteL 

IQOUM. 

- * - 200 U/mL 

T—po(relMm) 

F i g u r a 5 6 . Inh ib ic ión de los radicales l ibres generados por la 
P e r o j i s o m i c i r a Al (50 u g / m L ) , con las diferentes 
concentraciones de Catalasa , en presencia de los microsomas de 
rata Wistar. 



C A P I T U L O 4 

D I S C U S I O N 

El interés de evaluar la interacción de la Peroxisomicina Ai con 

las enzimas del s is tema enzimàtico raicrosomal de las monooxigenasas de 

func ión mixta se debió a que, actualmente, esa subs tanc ia está s iendo 

ut i l izada como agente ant ineoplás ico en ensayos cl ínicos, en la fase I. 

Así, los es tudios de las interacciones metabólicas, como de la generación 

de radicales l ibres por parte de la Peroxisomicina Al, pudieran dar una 

orientación de lo que sucede du ran t e el paso de esta substancia en el 

o rganismo. 

Debido a que exis ten var iaciones interespecie en la actividad 

enzimàtica microsomal iS>, se se lecc ionaron dos espec ies , la rata y el 

macaco, para evaluar la interacción de la Peroxisomicina Ai con las 

enzimas del s is tema de monoox igenasas de func ión mixta. 

De este modo, el uso de es tas dos especies , rata Wistar y Macaca 

mulata nos permit ió evaluar , además de la interacción y posible 

metabol ismo de la Pe rox i somic ina Ai, las diferencias que pudieran exist ir 

interespecie. 

Las enzimas evaluadas f u e r o n : el Ci tocromo P - 4 5 0 , la NADH 

Citocromo bs reductasa , la N A D P H Citocromo P-450 reductasa y la 

cantidad de Hemoprote ínas to ta les , pues son las enzimas más importantes 



del s i s t ema de las monooxigenasas de función mixta y son las encargadas 

de metabolizar la mayoría de los compuestos endógenos y/o exógenos . 

Las concentraciones de Peroxisomicina Ai de 5, 10, 25 ¿tg/mL 

f u e r o n seleccionadas debido a que son semejantes a las concentraciones 

que han sido util izadas para evaluar el efecto ant ineoplásico en los 

cul t ivos celulares 

Poster iormente, fue seleccionada la dosis de 50 fig/mL porque en 

los experimentos iniciales, donde se determinó la act ividad de la enzima 

NADPH Citocromo P-450 reductasa en los microsomas de rata, no se 

observaron cambios significativos con las concentraciones ya 

mencionadas de Peroxisomicina Ai y se pensó que, quizá con un 

incremento en la concentración, a 50 (ig/mL, se p o d r í a obtener un efecto 

s ignif icat ivo en la actividad de esta enzima. 

Más tarde, cuando los resultados obten idos con esta enzima en 

los microsomas de rata, fueron evaluados es tadís t icamente tampoco se 

observaron di ferencias signif icat ivas con la concentrac ión de 50 ng/mL. 

Sin embargo, en los microsomas de Macaca mulata y en las 

determinaciones de la actividad de las otras enz imas , sí se observaron 

diferencias s ignif icat ivas , aún con la concentrac ión más baja de 

Peroxisomicina Ai. 

Por otra par te , debido que los resu l t ados obtenidos en las 

determinaciones enzimáticas fueron diferentes a lo esperado, estas 

evaluaciones fue ron repetidas con un nuevo lote de Peroxisomicina Ai, 

para descartar si los resul tados obtenidos pudieran ser atr ibuidos a una 

posible alteración del compuesto . 



4 . 1 D E T E R M I N A C I O N D E LA A C T I V I D A D D E L C I T O C R O M O 

P - 4 5 0 

La concentración d e Ci tocromo P-450 reducido es una medida 

d i rec ta de la actividad de las monooxigenasas de func ión mixta deb ido a 

que estas enzimas catalizan las reacciones de óxido-reducción del 

Ci tocromo P-450 , una hemoprote ína que actúa como o x i d a s a terminal de 

este s is tema. Así, un aumento en la concentración del p roduc to 

(Ci tocromo P-450 reducido) , indica un aumento en la actividad 

enzimàt ica (3). 

La evaluación de la interacción de la Peroxisomicina Ai con el 

Ci tocromo P-450 reducido nos indica que esta subs tanc ia es metabolizada 

por las monooxigenasas de func ión mixta y que durante este proceso se 

producen radicales l ibres. 

Las determinaciones del Citocromo P-450 se realizaron con las 

d i ferentes concentraciones de la Peroxisomicina Ai en presencia de los 

microsomas de Macaca mulata y de rata Wis tar . Además, también se 

realizaron evaluaciones de la concentración del Ci tocromo P-450 reducido 

después de incubar a los microsomas con la Peroxisomic ina Ai a 37 ^C 

durante una hora . 

En los resul tados obten idos de la evaluación de la interacción 

Peroxisomicina Ai con el s i s tema de las monooxigenasas de función 

mixta, en los microsomas d e Macaca mulata no incubados (Tabla 7) se 

observó un efec to b i f á s i c o , con una disminución de la actividad con 

respecto al cont ro l , de las enz imas microsomales con las dosis de 5 y 10 



fig/mL de Peroxisomicina Ai, seguido de un pos te r ior aumento con la 

dosis de 25 jig/mL. La dosis de 50 |ig/raL no mos t ró diferencias 

es tadís t icamente significat ivas. 

La inhibición de la actividad enzimàtica obse rvada con las dosis 

de 5 y 10 Hg/mL pudiera ser debida a que la Peroxisomicina Ai se una 

fuer temente y por periodos prolongados a la enzima y, de esta manera, 

sea metabolizada lentamente. 

El aumento en la actividad enzimàtica obse rvada con la dosis de 

25 H-g/mL quizá se deba a que, con esta dosis se presente un fenómeno 

inicial de saturación de los si t ios de unión a la enzima y, así, una 

concentración más alta de Peroxisomicina Ai podr ía generar , por un 

mecanismo de retro alimentación negativa, que una c ier ta cantidad de 

enzima inactiva pudiera activarse. 

En relación a la dosis de 50 |Xg/mL, donde no se observaron 

diferencias s ignif icat ivas con respecto al control , pudiera presentarse un 

fenómeno de saturación total de los s i t ios de unión , ya que cuando un 

compuesto es metabolizado lentamente o está en concentraciones muy 

altas, el sitio activo de la enzima permanece ocupado por la rgos per iodos 

y esto puede llevar a una inhibición enzimàtica, que poster iormente , 

produzca una desrepres ión genómica y así, una s ín tes is acelerada de la 

enzima í , ) . 

Otra explicación pos ib le podr ía ser la disponibi l idad de 

donadores de electrones (NADPH o NADH) , indispensables para la 

actividad de las enzimas del s i s tema de monooxigenasas de función 

mixta, ya que si las concentraciones de un compuesto son muy altas, los 



donadores de electrones no son suficientes y esto conduc i r ía a una 

d i sminuc ión en la actividad enzimàt ica ( í l . 

Además, debido a su es t ruc tu ra química la Peroxisomic ina Ai 

puede generar radicales l ibres y puede fo rmar comple jos con el 

C i toc romo P-450 y dañar al re t í cu lo endoplásmico o a los microsomas , lo 

que también produce una pérd ida de la actividad enzimàtica (3'7-®> . 

Cuando se incubaron los microsomas a 37 ^C duran te una hora 

con las diferentes concentraciones de la Peroxisomicina Ai (Tabla 8), 

también se observó un compor tamien to b i fás ico , en donde si bien las 

concentraciones de 5 y 10 j ig /mL de Peroxisomicina Ai no most raron 

d i ferencias significativas con r e s p e c t o al control , la dosis de 25 ng /mL sí 

lo hizo y, nuevamente, con la concent rac ión de 50 Jig/mL no se observó 

una di ferencia s ignif icat iva. 

En el caso de la interacción de la Peroxisomic ina Ai con las 

monooxigenasas de func ión mix ta presentes en los microsomas de rata 

Wistar (Tabla 9), las concent rac iones de 5, 10 y 25 ng /mL no mostraron 

diferencias s ignif icat ivas con r e s p e c t o al control y sólo con la dosis de 

50 fig/mL, se aprecia una inh ib ic ión en la actividad enzimàtica. 

Con respecto a los m i c r o s o m a s incubados (Tabla 10), se observó 

un aumento s ignif icat ivo con las dosis de 10 y 25 ¿ig/mL de 

Peroxisomicina Ai, con una inhibic ión enzimàtica semejante a la 

observada en los microsomas n o incubados con la dosis de 50 llg/mL. 



Las diferencia observadas entre los micro somas de rata no 

incubados e incubados se deben al tiempo. Probablemente , las enzimas 

requieran de un determinado t iempo para activarse o no se activen todas 

s imultáneamente. A esto se debe que un compuesto sea metabolizado en 

d i ferentes velocidades y proporciones . 

4 , 2 D E T E R M I N A C I O N DE LA A C T I V I D A D D E LA 

C I T O C R O M O bs R E D U C T A S A 

La concentración del Citocromo bs reducido es una medida 

directa de la actividad de la enzima NADH Citocromo bs reductasa, ya 

que un aumento en la concentración del producto de reacción (Ci tocromo 

bs reducido}, indica un aumento en la actividad de la enz ima que cataliza 

esta reacción ( J ) . Esta enzima, además de part icipar en el metabol ismo de 

l ípidos tamhién participa en el metabolismo de xenobiót icos . 

Los resul tados obtenidos de la enzima Ci tocromo bs reductasa 

con los microsomas de Macaca mulata, most raron , tanto en los 

microsomas no incubados como en los incubados , que todas las dosis de 

Peroxisomicina Ai mostraron un aumento en la actividad enzimàtica, 

excepto la dosis de 5 ¿ig/mL, que presentó una act ividad semejante a la 

observada en el control (Tablas 11 y 12). Asi, la Peroxisomicina Ai 

produce un aumento en la actividad enzimàtica directamente proporcional 

a la dos i s . 



Por otra parte, la N A D H Citocromo b j reductasa es una enzima 

que interviene importantemente en el metabolismo de Kpidos, en los 

cuales modif ica la es t ruc tura de sus cadenas al i fát icas, tanto en los 

f enómenos de saturación, como en los de desaturación. 

El metabolismo de l íp idos se lleva a cabo predominantemente en 

mi tocondr ias , peroxisomas y , una mínima parte , en el ret ículo 

endoplásmico . Dado que el C i toc romo bs part icipa en la formación de las 

enz imas Acil CoA sintetasa y Acil CoA oxidasa y que estas enzimas , a su 

vez, part icipan en la s íntesis de ácidos g rasos po i i insa tu rados , en la 6-

oxidación y en el metabol ismo de ácidos grasos de cadena muy larga, 

p rocesos l levados a c a b o d e n t r o del peroxisoma, pudiéramos suponer que 

la Peroxisomicina Ai , al ser metabol izada por las enzimas microsomales , 

compi te por el Ci tocromo b5 y el NADH, con [as enzimas relacionadas 

con el metabol ismo de ác idos g r a s o s y la B-oxidación. Esto puede l levar a 

una alteración en el con ten ido de grasa intracelular y en las func iones 

efec tuadas por los pe rox i somas y por las mitocondrias (5). 

De hecho, algún os t raba jos de micro scopía real izados por 

Bermúdcz y cois. ( l 0 , J 3 1 en ó r g a n o s de d i ferentes animales ( rata , ratón y 

macaco), t ratados con d i fe ren tes dosis de Peroxisomicina Ai han 

most rado infi l tración de pa r t í cu las de grasa . 

Adicionalmente, los resul tados de Sepúl veda y cois. ( J (> 

relacionados con la Pe rox i somic ina Ai y sus e fec tos sobre las células , 

han mostrado que esta s u b s t a n c i a p roduce la muer te peroxisomal , debido 

a lo cual se le denominó Pe rox i somic ina Ai, en lugar de T -514 . Aunque 

en esta tesis sólo se evaluó la interacción de la Peroxisomic ina Ai con el 

s is tema enzimàtico mic rosomal , pudiera ser que, a nivel celular ambos 



procesos estuvieran relacionados y que, j un tos part icipen en el 

mecanismo de acción de esta substancia. 

Los resultados obtenidos en las evaluaciones real izadas con los 

microsomas de rata no incubados (Tabla 13) indican que hubo una 

inhibición marcada de la actividad de la NADH Ci tocromo b5 reductasa 

con las concentraciones de 5, 10 y 25 [ig/mL de Peroxisomic ina Ai. La 

concentración de 50 Hg/mL muestra un incremento en la act ividad con 

respecto al control , aunque este resul tado no es es tadís t icamente 

s ignif icat ivo. Probablemente, la concentración de 50 ^.g/mL sea capaz de 

produci r la activación de algunas enzimas que pudieran estar inact ivas. 

Por otra par te , los resul tados obtenidos con los microsomas de 

rata incubados (Tabla 14) muestran que hubo una inhibición de la 

actividad de la NADH Citocromo bs reductasa con las concentraciones de 

5 y 10 ng /mL de Peroxisomicina Al, con una poster ior recuperación de la 

actividad enzimàtica al aumentar las concent rac iones . Así, la 

concentración de 25 ^ig/mL presentó una actividad s imilar al control , 

mientras que, la concentración de 50 ng /mL mos t ró un aumento 

s ignif icat ivo en la actividad de la enzima. Las d i fe renc ias que se 

presentan, en comparación con los microsomas no incubados , pueden 

deberse al efecto del t iempo en la actividad enzimàtica. Tal vez, con las 

dosis de 25 y 50 ¿ig/mL, durante el per iodo de la incubación se p roduce 

una regeneración de la actividad enzimàtica. 



Estos resultados d i f ieren notablemente con los obten idos con los 

mic rosomas de Macaca mulata, donde se observó un aumento de la 

act ividad enzimàtica directamente proporcional a la dosis de 

Peroxisomic ina Ai. En este caso, también pudiera s u p o n e r s e que los 

p r o c e s o s metabólicos que exis ten entre las ratas y los macacos son 

d i fe ren tes y que la Peroxisomicina Ai sigue rutas metabólicas diferentes . 

4 . 3 D E T E R M I N A C I O N D E L A S H E M O P R O T E I N A S T O T A L E S 

Las Hemoproteínas to ta les son un indicador, tanto de la cantidad 

de subs t ra to disponible para las enzimas microsomales que contienen 

f ier ro como grupo prostét ico, como del contenido de é s t a s . Por tal razón 

pueden ser utilizadas como una medida indirecta de! Ci tocromo P-450 , la 

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

< $ j 

Los resultados ob ten idos con los microsomas de Macaca mulata 

no incubados e incubados ( T a b l a 15 y 16), muest ran un aumento de la 

cantidad de Hemoprote ínas con las dosis de 5, 10, y 25 Hg/mL de 

Peroxisomicina Ai, excepto con la dosis de 50 j ig/mL, donde la cantidad 

fue semejante a la obtenida en el control . Sio embargo, si bien con la 

dosis de 25 iig/mL se p r o d u c e un aumento en la concentración de 

Hemoproteínas con respecto al cont ro l , este aumento es es tadís t icamente 

menor al observado con la d o s i s de 10 ¿ig/mL. 



Los resultados obtenidos con los microsomas de Macaca mulata 

para la concentración de Hemoproteínas totales correlacionan con la 

act ividad observada en las enzimas que se midieron. 

Por otra parte, no todas las Hemoproteínas se encuentran como 

enzimas activas, sino también como enzimas inactivas y éstas pueden 

act ivarse en presencia de un substrato adecuado. 

Con respecto a los microsomas de rata no incubados e incubados 

(Tablas 17 y 18), se observó un aumento en la concentración de 

Hemoprote ínas totales con todas las dosis de Peroxisomic ina Ai. Sin 

embargo, la dosis de 10 mg/mL p rodu jo el mayor incremento en la 

concentración y, posteriormente, las dosis de 25 y 50 ng /mL, most raron 

un decremento en la concentración al compararse con la dosis de 10 

lig/mL. Los microsomas de rata Wistar incubados presentan mayor 

concentración de Hemoproteínas totales que los microsomas no 

incubados , probablemente, por inf luencia tanto de la temperatura, como 

del factor t iempo. 

Dado que, proporcionalmente , el aumento en la concentración de 

Hemoproteínas totales es mayor en los microsomas de rata que en los de 

macaca, es tos resul tados , pudieran indicar que, como la concentración de 

Hemoproteínas totales comprende tanto a las enzimas activas como a las 

proteínas y/o enzimas no activas, la mayor parte de éstas se encuent ra en 

forma de enzimas inactivas o como parte de otras prote ínas . Esta 

situación con f i rma las evidencias de las var iaciones metabólicas que 

existen entre las d i ferentes especies . 



Por otra parte, el hecho d e q u e en las ratas la cant idad de las 

Hemoprote ínas totales no sea p r o p o r c i o n a l a la de las enzimas sugiere 

que probablemente , en esa especie , la Perox isomic ina Ai siga otra vía 

metabòlica que involucre a otro t ipo d e enz imas . 

4 . 4 D E T E R M I N A C I O N D E L A A C T I V I D A D D E LA N A D P H 

C I T O C R O M O P - 4 5 0 R E D U C T A S A 

La NADPH Citocromo P - 4 5 0 reductasa es una de las enzimas 

más importantes del s is tema enz imàt ico microsomal , pues interviene en el 

metabol ismo de la mayoría de los xenob ió t i cos , caracter ís t ica que hace 

que sea la enzima de elección en las evaluaciones metabólicas de 

cualquier compuesto {5-6-7-8\ 

Los resul tados obtenidos de la interacción de la Peroxisomicina 

Ai con los microsomas de Macaca mulata no incubados e incubados , con 

la NADPH Citocromo P-450 r educ ta sa , muestran un aumento 

s ignif icat ivo en la actividad de es ta enz ima (Tablas 19 y 20), que es 

dos is -dependiente con respec to a las d i fe ren tes concentraciones de 

Peroxisomicina Ai. 

Con respecto a las de te rminac iones enzimáticas realizadas con 

los microsomas de rata Wistar no i n c u b a d o s e incubados , los resul tados 

no mostraron diferencias s ign i f ica t ivas (Tablas 21 y 22), lo cual d i f ie re 



notablemente a lo observado en los microsomas de Macaca mulata, lo que 

c o n f i r m a nuevamente las diferencias metabólicas interespecie . 

La Citocromo P-450 reductasa es una enzima que, en el caso de 

los macacos , parece intervenir en forma importante en el metabolismo de 

la Peroxisomicina Ai, al igual que las monooxigenasas de función mixta 

dependientes del CitocTomo P-450 y que la Citocromo bJ reductasa. Así, 

con jun tando los resultados obtenidos de las enzimas y de las 

Hemoprote ínas totales, se puede afirmar que la Peroxisomicina Al, en el 

caso de los microsomas de Macaca mulata, es metabol izada por la 

mayor ía de las enzimas que conforman las diferentes rutas metabólicas 

l levadas a cabo por las monooxigenasas de func ión mixta . 

Por otra parte, si bien las enzimas microsomales catalizan 

reacciones de oxidación y de reducción, el importante aumento de 

actividad que presenta la NADPH Citocromo P-450 reductasa , en el caso 

de los microsomas de Macaca mulata, pudiera indicar que la 

Peroxisomicina Ai presenta predominantemente reacciones de reducción. 

Este hecho también se puede observar con la NADH Citocromo bs 

reductasa. Además, compues tos con estructura semejante a la 

Peroxisomicina Ai presentan p rocesos tanto de oxidación como de 

reducción, a part i r de los cuales generan radicales l ibres . Sin embarga , 

aunque se han l levado a cabo es tudios para analizar la existencia de los 

posibles metabolitos de la Peroxisomicina Ai, no se han logrado detectar. 

Posiblemente estos metaboli tos sean intermediarios react ivos que estén en 

t ransformación constante , por lo que sea d i f íc i l detectar los . 



4 . 5 P R O C E S O DE A U T O O X I D A C I O N Y G E N E R A C I O N DE 

R A D I C A L E S L I B R E S 

Además de evaluar la interacción de la Peroxisora ic ina Ai con 

a lgunas enzimas microsomales del s is tema de las monooxigenasas de 

func ión mixta, también se eva luó el pos ib le proceso de autooxidación de 

esta substancia y la concomitante generación de radicales l ibres . Como ya 

se ha mencionado, la es t ructura de la Peroxisomicina Ai hace suponer 

que es capaz de autooxidarse y , consecuentemente , produci r radicales 

l ibres capaces de interactuar con las macrotnolélulas intracelulares y 

al terar así sus funciones . El f e n ó m e n o de generación de radicales l ibres y 

su interacción con las macro moléculas intracelulares también puede 

fo rmar parte de los mecanismos por los cuales esta subs tanc ia tiene 

e fec to antineoplásico <l2). 

La evaluación de la au tooxidac ión y la pos te r ior generación de 

radicales l ibres por la Pe rox i somic ina Ai fue real izada tanto en ausencia, 

como en presencia de s i s t emas enzimáticos (microsomas de Macaca 

mulata y rata Wistar) . Las concent rac iones de Peroxisomic ina Ai fue ron 

las mismas a las usadas d u r a n t e la evaluación de los procesos 

metabólicos. Para estas de terminaciones se usó al P i rogalol , a una 

concentración de 5 .6 ¿iM, como c o n t r o l posi t ivo. 

Todos los procesos de autooxidación f u e r o n seguidos durante 

una hora. En este caso, no se incubaron los microsomas deb ido a que se 



espera que la generación de radicales l ibres sea inmediata a la adición de 

Peroxisomicina Ai al medio. 

Para evaluar si la Peroxisomicina Ai tiene la capacidad de 

autooxidarse y así, generar radicales l ibres, se realizaron determinaciones 

de la generación de estos radicales l ibres en ausencia de los sistemas 

enzimáticos aportados por la fracción microsomal. 

Los cálculos de la generación de radicales l ibres se hicieron en 

base a las diferencias de absorbancia en relación al t iempo y con el uso 

del coef iciente de extinción molar del Citocromo C, que f u e el aceptor 

ar t i f icial de electrones. 

Los resul tados obtenidos (Tabla 23) indican que, la 

Peroxisomicina Ai, es capaz de autooxidarse y de generar radicales 

l ibres, de manera dosis-dependiente . Por otra par te , los resultados 

indican que, aún cuando la Peroxisomicina Ai es capaz de generar 

radicales l ibres, al comparar las concentraciones molares , lo hace en 

menor proporción que el Pirogalol (control posi t ivo) . 

Poster iormente , se evaluó la generación de radicales l ibres por la 

Peroxisomicina Ai en un medio que contenía microsomas de Macaca 

mulata. Es conocido que el s is tema enzimático microsomal y, 

part icularmente, el s is tema del Citocromo P-450 , es capaz de catalizar la 

formación de metaboli tos altamente reactivos en base a la es t ructura del 

subst ra to ( ,-1 1 ) . 

Sin embargo, aunque en las reacciones catalizadas por (as 

enzimas microsomales se generen radicales l ibres, la proporción es menor 



a la obse rvada durante los p r o c e s o s de autooxidación, pues las enzimas 

regulan las reacciones de óx ido - r educc ión . 

Los resultados indican que, la Peroxisomic ina Ai generó 

radicales l ibres (Tabla 24) en presencia de los microsomas de Macaca 

mulata. La generación de los rad ica les l ibres fue dos i s -depend ien te y fue 

menor en presencia de los s i s t emas enzimáticos, que en ausencia de 

é s tos , aún en el caso del P i r o g a l o l . 

Así, la Pe rox i somic ina Ai también genera radicales l ibres en 

presencia de las enzimas mic rosomales , aunque en menor proporc ión . 

Probablemente , las enzimas microsomales pueden e jercer una acción 

moduladora, mediante la cual , a u n q u e sí se p roduce la generación de 

radicales l ibres, el p roceso es más lento que en ausencia de las enzimas. 

Los resul tados de las evaluaciones real izadas con los 

microsomas de rata Wistar i nd i ca ron que la generación de radicales l ibres 

fue dependiente de la dosis d e Pe rox i somic ina Al (Tabla 23) . También en 

este caso, el Pirogalol generó u n a mayor cantidad de radicales l ibres que 

la Peroxisomicina Ai. 

Al comparar la gene rac ión de radicales l ibres en presencia de los 

microsomas de rata Wis tar , c o n la generación de radicales l ibres en 

presencia de microsomas d e Macaca mulata, se obse rvó que los 

microsomas de la rata p r o d u c e n u n a mayor cant idad de radicales l ibres. 

Por otra par te , los r e s u l t a d o s obtenidos en las evaluaciones de la 

interacción de la P e r o x i s o m i c i n a Ai con las enzimas microsomales , 



most ra ron una menor actividad en los microsomas de rata Wistar , en 

comparación con los microsomas de Macaca mulata. Esta menor actividad 

enzimática, unida a los resultados que muestran que el P i roga lo l y la 

Peroxisomicina Ai producen una mayor generación de radicales en 

p resenc ia de estos microsomas, conf i rma que las enzimas microsomales 

modulan la generación de radicales l ibres y, de esta manera, aunque éstos 

se produzcan , el proceso es más lento. 

4 . 6 P R O C E S O DE I N H I B I C I O N D E LA A U T O O X I D A C I O N Y 

G E N E R A C I O N DE R A D I C A L E S L I B R E S CON L A 

S U P E R O X I D O D I S M U T A S A 

Después de evaluar y conf i rmar la generación de radicales l ibres 

por la Peroxisomicina Ai, f u e importante el tratar de determinar que tipo 

de radicales son los que se producen . Como ya se ha mencionado, 

compuestos con una es t ructura semejante a la Perox isomic ina Ai generan 

radicales l ibres como el anión superóxido, el radical h idroxi lo y el ión 

hidroperóxido Así, la Superóxido d i smutasa (SOD) f u e elegida 

debido a que, es la enzima que catal iza la dis mutación del anión 

superóxido a peróxido de hidrógeno y ox ígeno (como in termediar io de 

esta reacción puede produci rse el radical h idroxi lo) . 

Inicialmente, s e evaluó la inhibición de la generación de 

radicales l ibres por la Peroxisomicina Ai y el P i roga lo l con la SOD, en 

ausencia de los s is temas enzimáticos aportados por los m ic ro somas . 



Los resultados obtenidos con el Pirogalol (Tabla 26) muestran 

que la SOD sí p rodujo una inh ib ic ión en la generación de radicales l ibres , 

en f o r m a dosis-dependiente . 

Por otra parte, el hecho d e que la SOD sea capaz de inhibir el 

p r o c e s o de generación de rad ica les por el P i rogalol , conf i rma que el 

anión superóxido forma parte de e s t o s radicales l ibres ( 4 7 \ 

Los resultados obten idos con la Peroxisomicina Ai (5, 10. 25 y 

50 j ig/mL) indicaron que, al igual que en el caso del P i roga lo l , la SOD 

también inhibe la generación de rad ica les l ibres . £1 p roceso de inhibición 

f u e directamente proporcional a la concentración de enz ima usada (Tablas 

27, 28, 29 y 30). La única d i f e r e n c i a exis tente entre las d i ferentes 

concentraciones de Pe rox i somic ina Ai, es que la cant idad de SOD 

requer ida para la inhibición f u e mayor de acuerdo al incremento en la 

concentración de la Pe rox i somic ina Ai. Al f ina l , en todas las 

concentraciones de Perox i somic ina Ai se p rodu jo una inhibición total con 

la dosis de 400 U/mL de SOD. 

Si se comparan los r e s u l t a d o s obtenidos con la Peroxisomicina 

Ai coo los del Pirogalol , se o b s e r v a que la Perox isomic ina Ai requiere de 

una menor concentración de la SOD para inhibir la generación de 

radicales l ibres . En real idad, este es un p roceso lógico, deb ido a que la 

Peroxisomicina Ai también g e n e r a una menor cant idad de radicales libres 

que el Pirogalol al realizar u n a comparación de sus concentraciones 

molares . 



Posteriormente, se evaluó la inhibición de la generación de 

radicales libres de la Peroxisomicina Ai y del Pirogalol con la SOD, en 

p resenc ia de los microsomas de Macaca mulata. De es ta manera , también 

se obse rvó la influencia de las enzimas microsomales en los procesos de 

inhibición. 

Las concentraciones de SOD que se utilizaron f u e r o n de 50, 100, 

150 y 200 U/mL, debido a que en el caso de la Perox isomic ina Ai, las 

concentraciones que se requirieron para inhibir la generación de radicales 

l ibres fueron menores en presencia de los sistemas enzimát icos . 

Al evaluar el efecto inhibitorio producido por la SOD en la 

generación de radicales l ibres por el Pirogalol , sólo se presentaron los 

resul tados 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 real izaron, debido a 

que, la dosis de 200 U/mL, que fue la más alta, p rodu jo tan sólo un 13.4 

% de inhibición. Como ya se ha mencionado, las concentraciones de SOD 

uti l izadas para la inhibición de la generación de radicales l ibres en 

presencia de s is temas enzimáticos, se basaron en el g rado de inhibición 

que presentó la Peroxisomicina Ai; sin embargo, estas concentraciones 

fueron insuficientes para inhibir la generación de radica les libres con el 

Pirogalol . 

Con respecto a las evaluaciones sobre el e fec to inhibi tor io de la 

SOD en la generación de radicales l ibres por la Perox isomic ina Ai, los 

resultados indicaron una inhibición dos is -dependiente de la generación de 

anión superóxido . También en este caso, cuanto mayor f u e la 

concentración de Peroxisomicina Ai, mayor es la cant idad de SOD 



necesar ia para inhibir la generación del anión superóx ido (Tablas 32, 33, 

34 y 3 5 ) , 

Los resul tados indican que tanto con la Peroxisomicina Ai como 

con el Pirogalol , cuando están presentes las enzimas microsomales , se 

requiere de una menor concentración de SOD para inhibir la generación 

de radicales l ibres . 

También se eva luó la inhibición de los radicales l ibres generados 

por la Peroxisomicina Al con la SOD, en presencia de los microsomas de 

rata Wis tar . Las cant idades de SOD fueron las mismas a las usadas en 

presencia de los microsomas de Macaca mulata. Igualmente , no se 

realizaron las eva luac iones de la inhibición del anión superóxido 

generado por el P i roga lo l con las dosis de 50, 100 y 150 U/mL de SOD. 

En este caso , también se obse rvó que existe un mayor grado de 

inhibición cuando están presentes los s is temas enzimáticos. Sin embargo, 

el grado de inhibic ión de los radicales l ibres producidos por el Pi rogalol 

(Tabla 36) fue menor en las determinaciones realizadas con los 

microsomas de ratas Wis ta r al observado en los microsomas de macaco. 

Por otra par te , en las evaluaciones realizadas sobre el e fec to 

inhibitorio de la SOD en la generación de radicales l ibres con las 

diferentes concent rac iones de Peroxisomic ina Ai, se obse rvó que la 

inhibición fue muy semejan te a lo obse rvado con los microsomas del 

macaco, donde el p r o c e s o fue dos i s -dependien te a la concentración de la 

SOD (Tablas 37, 38, 39 y 40) . Igualmente , el grado de inhibición de la 



generación de radicales l ibres en presencia de los microsomas de rata fue 

menor al observado con los microsomas de macaco. 

En todos los experimentos anteriores, con todas las dosis de 

Peroxisomicina Ai empleadas se observó que la generación de anión 

superóx ido fue menor en los microsomas de macaco que en los de rata y, 

por lo tanto, la inhibición producida por las mismas concentraciones de 

SOD f u e mayor en los microsomas de macaco. En ambos s is temas 

microsomales se logró la inhibición total con la concentración de 200 

U/mL de SOD. 

De esta manera, estos resul tados también apoyan el supues to de 

que el s is tema enzimàtico microsomal pudiera actuar como un modulador 

en el proceso de generación de los radicales l ibres . 

4 . 7 P R O C E S O DE I N H I B I C I O N DE LA A U T O O X I D A C I O N Y 

G E N E R A C I O N DE R A D I C A L E S L I B R E S CON LA C A T A L A S A 

Después de que se determinó que la SOD inhibe el p roceso de 

generación de radicales l ibres y que, por lo tanto , la Pe rox i somic ina Ai 

es capaz de generar al anión superóxido , también se eva luó la pos ib le 

inhibición de la generación de los radicales l ibres con la Cata lasa , una 

enzima que cataliza el paso de peróxido de hidrógeno a agua y oxígeno. 

Durante la dismutación del anión superóxido a peróxido de h id rógeno por 

la SOD se produce el radical h idroxi lo como un intermediar io . Debido a 

esto, se ha cons iderado que la Catalasa es una medida indirecta de la 



generación tanto del anión supe róx ido , como del radical h idroxi lo , un 

intermediario altamente reac t ivo del oxígeno. 

Las concentraciones de Cata lasa uti l izadas para la inhibición de 

la generación de radicales h id rox i lo fue ron 25, 50, 100 y 200 U/mL. Las 

concentraciones de Peroxisomic ina Ai y las condic iones experimentales 

para estas determinaciones, f u e r o n las mismas a las usadas durante la 

evaluación del proceso de inhib ic ión con la SOD. 

Como primer paso se evaluó la pos ib le inhibición de la 

generación de radicales l ibres d e la Peroxisomic ina Ai y el Pi rogalol con 

la Catalasa, en ausencia de los s is temas enzimáticos apor tados por los 

microsomas. 

Los resultados ob t en idos acerca del proceso de inhibición de los 

radicales libres generados po r el P i roga lo l indicaran que la Catalasa 

inhibe este proceso (Tabla 41) , lo cual indica que el P i roga lo l además de 

generar al anión superóx ido , también es capaz de generar al radical 

h idroxi lo ( 4 , ) . No se realizaron las determinaciones con las dosis de 25, 

50 y 100 U/mL de Catalasa, d e b i d o a que la dos is más alta, de 200 U/mL 

no fue capaz de inhibir la to ta l idad de los radicales l ib res . 

En las evaluaciones realizadas del e fec to inhibi tor io de la 

Catalasa sobre los rad ica les l ibres generados por las diferentes 

concentraciones de Pe rox i somic ina Ai, los resu l tados indicaron que la 

inhibición f u e dependiente de la concentración de Cata lasa usada (Tablas 

42, 43, 44 y 45). 



En comparación con los resultados obtenidos con la SQD, se 

obse rva que, las concentraciones requeridas de Cata lasa requeridas 

f u e r o n menores a Las concentraciones de SOD. 

Durante la inhibición de la generación del anión superóxido en 

ausencia de sistemas micro somates, las concentraciones de SOD 

necesar ias para inhibir la totalidad de los radicales l ibres fue ron de 400 

U/mL, mientras que, con la Catalasa se p r o d u j o una inhibición total con 

la concentración de 50 U/mL. Este fenómeno pudiera indicar que, aunque 

entre los radicales l ibres producidos por la Peroxisomic ina Ai. pudiera 

estar el radical bidroxilo, la producción de anión superóx ido sería mayor . 

Poster iormente, se evaluó la inhibición de la generación de 

radicales l ibres de la Peroxisomicina Ai y el Pi rogalol con ia Catalasa, en 

presencia de los micro somas de Macaca mulata. 

Los resul tados de la inhibición de los radicales l ibres generados 

por el Pirogalol muestran una inhibición total de la generación de 

radicales l ibres con la concentración de 200 U/mL de Cata lasa (Tabla 46). 

Si estos resul tados se comparan con los obten idos con la SOD en 

las mismas condiciones, se observa que la dosis de 200 U/mL de SOD no 

fue capaz de inhibir la totalidad de la generación del anión superóx ido , 

mientras que esta misma dosis de Catalasa inh ib ió totalmente la 

generación de radicales l ibres . Así, es probable que el P i roga lo l también 

genere una mayor proporción de anión superóxido que de radical 

hidroxilo, en presencia de los microsomas de macaco. 



Por otra parte, también se observa que, en presencia de ios 

microsomas de macaco, las m i s m a s dosis de Catalasa producen una mayor 

inhibic ión de los radicales Ubres que en ausencia de los microsomas . 

Al evaluar el efecto inhibi tor io de la Cata lasa en los radicales 

l ibres generados por las d i f e ren te s concentraciones de Peroxisomicina 

Ai, los resul tados indicaron u n a inhibición dos is -dependiente , donde la 

inhibición fue total con todas l as dosis de Catalasa ut i l izadas. 

Al igual que con el P i roga lo l , en el caso de la Peroxisomicina Ai 

se obse rva que la Catalasa es capaz de inhibir la totalidad de los radicales 

l ibres y. por lo tanto, p u d i e r a suponerse también que ex is te una mayor 

generación de anión supe róx ido que de radical hidroxilo (pues la Catalasa 

es usada para inhibir indirectamente la generación del anión superóxido y 

de radical hidroxi lo) . 

En forma semejante , se obse rva que Las mismas dosis de 

Catalasa producen una mayor inhibición en presencia de los microsomas 

que en ausencia de és tos , hecho que, co r robora la h ipótes is de que las 

enzimas microsomales e je rcen una acción moduladora en la generación de 

radicales l ibres . 

Finalmente, se e v a l u ó el efecto inhibi torio p roduc ido por la 

Cata lasa en los radicales l ib res generados por la Peroxisomic ina Ai y el 

Pirogalol , en presencia de los microsomas de rata Wis ta r . 



Los resultados obtenidos con el Pirogalol en los microsomas de 

rata Wistar indican que la Catalasa inhibe la generación de los radicales 

l ib res . Si estos resultados se comparan con los resul tados obtenidos con 

la SOD, se presenta el mismo fenómeno observado en los casos 

anter iores , la proporción de la inhibición es mayor con la Catalasa. 

Los resultados obtenidos de la inhibición de los radicales l ibres 

generados por las diferentes concentraciones de Peroxisomicina Ai con la 

Cata lasa en presencia de los microsomas de rata Wistar , también 

muestran que la inhibición es dos is -dependiente a la concentración de la 

enz ima utilizada y que la proporción de la inhibición es mayor con la 

Cata lasa que con la SOD. 

Por otra parte, al comparar los resultados ob ten idos con los 

microsomas de las ratas con los microsomas de macaco, se observa que 

las mismas dosis de Catalasa inhiben una menor proporc ión de los 

radicales l ibres en los microsomas de ratas. 

Como ya se ha mencionado (Pág. 112), en este t rabajo de tesis 

se ha observado que las enzimas microsomales presentes en los macacos 

son más act ivas que las presentes en las ratas y, si estas enzimas tuvieran 

un e fec to modulador en la producción de radicales l ib res , pos ib lemente 

retardando el proceso, entonces ser ía lógico que las mismas dosis de 

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

Los resul tados ob ten idos durante este t r aba jo de tesis y su 

poster ior d iscus ión nos llevan a aceptar las hipótesis p lan teadas : 



La Peroxisomicina Ai interacciona con el s i s tema enzimàtico 

microsomal y genera radicales l ibres como parte de su mecanismo de 

toxic idad celular. 

La Peroxisomicina Ai es capaz de autooxidarse y generar 

radicales l ibres , aún en ausencia de sistemas enzimáticos y este p roceso 

también puede formar parte de su mecanismo de acción. 



C A P I T U L O 5 

C O N C L U S I O N E S 

Con este t rabajo de tesis se obtuvieron las s iguientes 

conclusiones: 

• La Peroxisomicina Al inter acciona con las monooxigenasas de func ión 

mixta presentes en el s is tema enzimàtico microsomal . 

« La interacción de la Peroxisomicina Ai con las enz imas microsomales 

presenta diferencias interespecie. 

• En los micro somas de Macaca mulata, la Peroxisomic ina Ai 

interacciona con todas las enzimas microsomas eva luadas . 

• La Peroxisomicina Ai es capaz de autooxidarse y generar radicales 

l ibres . 



La Peroxisomicina Ai también genera radicales l ibres en presencia de 

los s is temas enzimáticos micro s órnales. 

La generación de radicales libres por la Peroxisomic ina Ai es mayor 

en ausencia de las enzimas microsomales hepáticas, por lo tanto, estas 

enzimas e jercen una acción moduladora en la generación de estos 

radicales l ibres . 

La SOD inhibe la generación de los radicales l ibres por la 

Peroxisomicina Ai, tanto en ausencia como en presenc ia de los 

s is temas enzimáticos microsomales , lo que índica que el anión 

superóxido es uno de los radicales que se p roducen . 

La Cata lasa inhibe la generación de los radicales l ibres por la 

Peroxisomicina Ai, lo q u e indica que, además del anión superóxido , 

se genera también el rad ica l h idroxi lo . 

La generación de radica les l ibres por la Perox isomic ina Ai es mayor 

en presencia de los microsomas de rata Wistar que en los de Macaca 

mulata, lo que indica q u e existen d i ferencias in terespecie entre la rata 

y el macaco en la capacidad de generar radicales l ibres . 
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