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RESUMEN

En las ultimas décadas la popularidad de las plantas medicinales ha aumentado debido a
la percepcién de que son productos naturales., sin embargo, pocos estudios cientificos respaldan
su efecto farmacoldgico y descartan su posible toxicidad. Las especies del género Croton son
conocidas por sus propiedades medicinales para tratar enfermedades hepdticas. La especie C.
hypoleucus es una planta medicinal endémica de México, que a la fecha poca evidencia describe
su uso seguro y eficiente como coadyuvante en las enfermedades del higado. El objetivo del
presente trabajo fue evaluar la actividad antioxidante y hepatoprotectora del extracto etandlico
de las partes aéreas de C. hypoleucus en un modelo de dafio hepdtico agudo inducido por
tioacetamida (TAA). Para ello, las partes aéreas de Croton hypoleucus se recolectaron en San
Vidal, Tulancingo. Se preparé un extracto etandlico por maceracién, seguido de la separacién del
disolvente por evaporacion a 40°C y presion reducida hasta la obtencion del extracto crudo (EC).
Se identificaron sus compuestos por medio de ensayos fitoquimicos, mientras que los
compuestos puros aislados se determinaron por RMN de *H y 3C. En el estudio farmacoldgico, se
determiné la dosis letal media. Se evalud la actividad antioxidante de EC mediante los ensayos de
FRAP y DPPH. Se evalud la capacidad hepatoprotectora de ECy las fracciones de cloroformo (FCL),
acetato de etilo (FAE) y agua (FA) en ratas Wistar con dafio hepatico inducido por 400 mg/kg de
TAA. Se midieron los parametros bioquimicos de AST, ALT, FAL, BILD, BILT, GGT, LDH, proteina
total y albumina en el suero de las ratas como marcadores de dafio. En el homogenado hepatico
se evalud la actividad in vitro y la expresidn del sistema de defensa antioxidante enddgeno y TNF-
a, como un marcador de inflamacidn. Se encontré que EC presenta una actividad antioxidante
moderada en comparacion a otras especies de Croton. Los ensayos fitoquimicos cualitativos
revelaron la presencia de terpenos, flavonoides, taninos, alcaloides y esteroles. Se analizaron e
identificaron la hipoleina Ay B, el crotonpeno B, asi como el B-sitosterol. El EC redujo los niveles
de los pardmetros bioquimicos y mejord la respuesta antioxidante a través de superodxido
dismutasa y catalasa, pero no por glutation. La actividad hepatoprotectora de EC se asocia a la
disminucién de los marcadores bioquimicos, asi como a la expresién génica de Cat. A través del
presente trabajo se identifica a C. hypoleucus como una alternativa potencial para el tratamiento

y/o prevencion de las enfermedades hepaticas.



ABSTRACT

For the last decades, the popularity of medicinal plants has increased because of human
perception about they are natural products. However, few studies support their pharmacological
practices and reject their toxicity. Croton genus plants are highlighted due to their medicinal
properties as liver diseases. Croton hypoleucus is an endemic specie from Mexico used to treat
pain and gastrointestinal diseases. To date, little evidence describes its safe and efficient uses as
an alternative to treat liver diseases. The aim of the present work was to evaluate the antioxidant
and hepatoprotective activity of aerial parts ethanol extract of Croton hypoleucus (EC) in an acute
thioacetamide induced liver damage. Aerial parts of plant were collected at San Vidal, Tulancingo.
The dried and milled plant was macerated in ethanol. The solvent was recovered through
evaporation at 40°C and reduced pressure. A phytochemical screening was performed to identify

compounds, while the isolated compounds were studied through *H and *3C NRM.

The work was divided into pharmacology and phytochemistry studies. As a part of pharmacology
study, the lethal dose 50 was carried out. The antioxidant activity of EC was evaluated through
DPPH and FRAP assays. Besides, the EC and its chloroform (FCL), ethyl acetate (FAE) and water
(FA) fractions were used to evaluate the hepatoprotective activity in damaged Wistar rats by 400
mg/kg of thioacetamide. AST, ALT, ALP, BILD, BILT, GGT, LDH, total protein and albumin
parameters were measured in rat’s serum, while the liver homogenate was used to evaluate the
in vitro activity and gene expression of endogen antioxidant system, and TNF-a was used an
inflammation marker. EC had a moderate antioxidant activity compared with other Croton
species. The preliminary screening reveled terpenes, flavonoids, tannines, alkaloyds and sterols
type compounds. From EC’fractions was gotten the hypolein A-B, Crotopene B and f-
stigmasterol. EC reduced biochemical parameters level and improved the antioxidant response
of SOD and Cat, but it didn"t with glutation. In conclusion, the hepatoprotective activity of EC is
related with liver damage biomarkers reducing as well as Cat over expression. Through this work,

C. hypoleucus is identified as a potential alternative to treat or prevent liver diseases.

Xi



INTRODUCCION

I. INTRODUCCION

El higado, entre otras funciones, se encarga de la biotransformacién de los alimentos,
farmacos y toxinas que son absorbidos desde el intestino y suministrados través de la vena porta
(Jaeschke, 2013). Los agentes xenobidticos son transformados en especies quimicas mas solubles
y reactivas que son las responsables del dafio celular (Gu & Manautou, 2012), y el origen de

enfermedades como la cirrosis, esteatosis no alcohdlica, colestasis y el cdncer (Meng et al., 2018).

El tratamiento de las enfermedades hepaticas consiste, en la mitad de los casos, en el manejo de
agentes naturales y sus derivados (Xiong & Yong-Song, 2017) que ejercen efectos terapéuticos en
el higado, como impedir el desarrollo del carcinoma; mejorar la funcién hepatica; reducir la
necrosis; regular las actividades de las enzimas transaminasas, fosfatasa alcalina y gamma
glutamil transpeptidasa, relacionadas con la cirrosis; asi como disminuir el contenido de
bilirrubina, cuya acumulacién conlleva a la ictericia. Entre los mecanismos de proteccion hepdatica

se incluye la actividad antioxidante de los extractos o principios activos (Zhang et al., 2013).

Algunas especies del género Croton se han estudiado con el fin de establecer la relacion entre el
uso tradicional y su efecto hepatoprotector (Ahmed et al., 2002; Lima et al., 2008; Jaya Santhi et
al., 2014). Sin embargo, a la fecha, estos estudios no han esclarecido su mecanismos de
proteccion o los compuestos responsables de su propiedad farmacolégica. Croton hypoleucus
Schitdl, conocido como “Palo blanco” y “Soliman Liso” es una planta silvestre del Estado de
Hidalgo. La infusién de sus partes aéreas es empleada en el tratamiento de dolor, enfermedades
gastrointestinales y respiratorias, sin embargo, a la fecha, no existen estudios que describan su

uso seguro y efectivo en el tratamiento de las enfermedades hepdticas.

El presente trabajo tiene por objetivo evaluar la actividad antioxidante y hepatoprotectora de C.
hypoleucus Schitdl en la prevencion del dafo hepatico agudo inducido por tioacetamida (TAA),
por medio de la reduccién de marcadores hepaticos y la regulacidon de los niveles de defensa

antioxidante.
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Il. MARCO TEORICO

2.1. Estrés oxidativo y nitrosativo

El estrés oxidativo o nitrosativo es el desbalance entre los agentes oxidantes y
antioxidantes en favor de la oxidacidn (Kurutas, 2016) y es un mediador de dafio a la estructura
celular y a macroelementos celulares como lipidos, proteinas, membranasy el ADN (Ahmadinejad
et al.,, 2017). El estrés oxidativo y el estrés nitrosativo son interactivos, sus productos son
conocidos como especies reactivas de oxigeno (ERO) o al nitrégeno (ERN), radicales libres
asociados con el atomo de oxigeno o nitrégeno, respectivamente, y que poseen una mayor
reactividad con otras moléculas que con el oxigeno. Estas moléculas pueden promover la
peroxidacién de las membranas celulares, dafiar a la mitocondria, inducir apoptosis, liberar
citoquinas inflamatorias, potenciar el dafio al ADN, provocar necrosis, activar células estelares y

provocar fibrosis (Samoylenko et al., 2013).

Las enzimas CYP450 localizadas tanto en el interior de la membrana de la mitocondria como
dentro del reticulo endoplasmico liso son la principal fuente de radicales libres (Chambel et al.,
2015; Richter et al., 2015). Otras fuentes son la oxidacion de acidos grasos en peroxisomas
(Paradies et al., 2014) y enzimas como ciclooxigenasas, lipooxigensas y nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato oxidasa (Samoylenko et al., 2013). Incluso, los hepatocitos, células de Kupffer
y estelares que han estado sometidas a estrés o activadas pueden ser generadoras de ERO (Paik

etal., 2014).

Bajo condiciones normales, las ERO/ERN actiian como moléculas de sefializacién que regulan la
homeostasis e incentivan la defensa contra agentes infecciosos (Richter et al.,, 2015). Los
mecanismos homeostaticos comprenden a los antioxidantes que remueven a ERO, previenen el
estrés oxidativo y conservan la actividad metabdlica dentro de la célula; sin embargo, el
incremento en el estrés oxidativo/nitrosativo usualmente describe una condicién donde las
defensas antioxidantes enddgenas son insuficientes para inactivarlos. La consecuencia es el dafio

celular y la muerte por necrosis o apoptosis (Samoylenko et al., 2013).
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Entre estas especies se encuentran: el anién superdxido (0y), perdxido de hidrogeno (H20,),
radical hidroxilo (OHe) y oxigeno singulete (*0;), que se forman a partir de la reducciéon del
oxigeno en su estado fundamental al O, luego a H;0,, seguido por la formacién del radical OHe,

y finalmente H,0 (Cederbaum, 2015).

Otros elementos de importancia biolégica son: el hidroperdxido lipidico (ROOH), los radicales
peroxilo (ROO¢) y alcoxi (ROe) que estan asociados a la membrana; el radical éxido nitrico (NOe),
didxido nitrico (NOe;) y peroxinitrito (ONOQe), que son especies reactivas a nitrégeno. asi como
los grupos tioles (RS), que tienen un electrén desapareado en el atomo de azufre (Ahmadinejad
et al., 2017). Tanto el anién Oy como el radical OHe son los que presentan mayor participacion

en las enfermedades hepdticas (Kurutas, 2016).

2.1.1. Anidn superdxido (O7)

La produccion de ERO inicia en la mitocondria, donde el oxigeno molecular es reducido al anién
Oy por NADH. Es un proceso derivado espontaneamente desde la cadena de transporte, pero
también es mediado por NADHPH oxidasa, xantinoxidasa (XO), lipoxigenasa (LOX), ciclooxigenasa
(COX) (Mittal et al., 2014). En cualquier sistema bioldgico que genera el anién superdxido también

esta presente el H,0, como resultado de una reaccion de dismutacién (Kurutas, 2016).

2.1.2. Perdxido de hidrogeno (H203)

Aunque el H0; no es un radical libre, es un precursor de los radicales ROOe, OHe y superéxido,
que a diferencia de Oy, tiene la habilidad para cruzar las membranas celulares y difundirse a una
distancia considerable antes de descomponerse. Al llegar al nicleo entra en contacto con el ADN
gue esta unido a metales de transicidén para formar al radical OHe por via de la reaccién de Fenton
(Wang, 2008). Asi que el H,0; actia como un conductor para transmitir el radical libre a través

de los compartimentos celulares y entre las células (Cederbaum, 2015).

2.1.3. Hidroxilo (OHe)

De las ERO, OHe es el mas reactivo y probablemente el mediador final de la mayoria de los dafios

tisulares asociados al estrés oxidativo (lhsan et al., 2018), y que esto se debe a que reacciona a
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una velocidad extremadamente alta, con casi todas las moléculas encontradas en las células vivas,
tales como lipidos y nucleétidos, iniciando la peroxidacién lipidica que promueve el dafio celular,

la inflamacién y el desarrollo de la fibrosis (Kurutas, 2016).

Aunque la formacidn de este radical puede ocurrir por diferentes mecanismos, el mas importante
es la descomposicién del aniéon Oz y el H,0; con la intervencion de un metal de transicion como
el hierro o cobre, que contienen uno o mas electrones desapareados y por lo tanto actian como
radicales en su estado elemental, y sus valencia poco constantes les permiten participar en
reacciones que incluyan la transferencia de un electrén (Kurutas, 2016), como se muestra en las

reacciones 1 a 3.
Fet3 +0,” - Fe*?+0, (1)
Fe*t? + H,0, » Fe™> + OH « +OH™ (2)

Resultado neto: 0, +H,0, > OH” +0OHe«+0, (3)

Estas condiciones se presentan en la inflamacidn y en varias enfermedades cerebrovasculares,
shock séptico e isquemia reperfusién, entre otras, donde el radical OHe contribuye al desarrollo

del dafio tisular (Saito & Hayashi., 2015).

Los radicales derivados del éxido nitrico (NOe) son la nitrotirosina, un marcador de estrés
nitrosativo e inflamaciodn, el peroxinitrito (ONOQ®) es un poderoso oxidante y agente de nitracién
que puede inducir peroxidacion lipidica, dafio mitocondrial (Czaja, 2016) y la oxidacidn de grupos

sulfhidrilo (Song et al., 2014).

La Figura 1 resume la produccién de radicales libres en el mecanismo nitrosativo y oxidativo. La
generacion de ERO inicia con la reduccién de oxigeno molecular con NADPH para producir el anién
027, un precursor de la mayoria de las ERO y ERN. La subsecuente dismutaciéon de O,  por
superdxido dismutasa (SOD) genera oxigeno y H,0,. Este Ultimo es parcialmente reducido al
radical OHe mediante la reaccidon de Fenton o por la via Haber-Weiis, o bien es convertido al

potente acido hipocloroso en presencia del ion cloruro en una reaccién catalizada por
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mieloperoxidasa (MPO). La reaccion del dcido hipocloroso con H,0; genera ion cloruro y Oe (otra
especie reactiva al oxigeno). Por otra parte, las ERN como el éxido nitrico (NOe) son producidas
por la enzima 6xido nitrico sintasa, iniciando desde la L-arginina. Se forma ONOOe que puede

desintegrarse en OHe y NO,¢ (Moussa et al., 2019).

X NADPH + NADP* L-arginina NH 0
enzima oxidasa — /\ /\/\/\
anion HZN N OH
/ superoxido H NH,
anion SOD | 2H* ?|Nos

peroxinitrito

o 0
o/ HzN/\N/\MOH +
H,O +| HCIO | ~—po™ + 0, H NH,

- radical 6xido
acido perdxido de Citrulina (tri
hipocloroso hidrégeno nitrico
H,0, H,0,
H,0 D Fenton | Fe™ ONOOe —* HONOG—* OHse+
2
4xi radical didxido
10 _ Haber-Weiss OX.'d.O nitrico
2 t Cl + OH- peroxinitroso
oxigeno

singulete

Figura 1. Formacién de ERO y ERN (Modificado de: Moussa et al., 2019).

2.2. La biotransformacion hepatica

El higado es el rgano mas grande del cuerpo y juega un papel crucial en la regulacién de multiples
procesos fisiologicos, tales como la sintesis de proteinas y carbohidratos, sintesis de vitaminas y
de almacenamiento, la formacién y secrecidn de bilis (Domitrovic & Potocnjak, 2016), asi como la

biotransformacion de xenobioticos (Jaeschke, 2013).

Los xenobidticos son compuestos ajenos al cuerpo que incluyen no sdlo a farmacos, sino también
a contaminantes ambientales, suplementos o aditivos alimentarios, pesticidas, toxinas
producidas por hongos, plantas o animales, entre otros. Se estima que el hombre, a lo largo de

su vida, se expone ante 1 a 3 millones de xenobidticos (ldle & Gonzalez, 2007). Cada afio, las
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enfermedades hepaticas, particularmente la cirrosis, hepatitis viral y el hepatocarcinoma son la

causa de la muerte de 2 millones de personas en todo el mundo (Asrani, et al., 2018).

La mayoria de los xenobidticos son lipofilicos, lo cual facilita su absorcién a través de las
membranas intestinales, y aunque algunos xenobidticos pueden ser desechados sin sufrir
cambios en su estructura, en la biotransformacién hepatica se tienen los mecanismos endégenos
enzimaticos y/o reacciones de conjugacion (Almazroo et al., 2017) que incrementan su polaridad
y los convierten en metabolitos intermediarios mas hidrosolubles (Kang et al., 2010) y asi se
facilita su excrecion través de la orina, la bilis o las heces para evitar su acumulacién en el cuerpo,
aunque derivado del proceso, metabolitos mds téxicos, reactivos o carcinogénicos pueden ser

producidos (Jaeschke, 2013).

2.2.1. Fases de la biotransformacion hepdtica

El proceso de biotransformacion hepatica se desarrolla a través de dos etapas llamadas Fase | y
Fasell. Las reacciones de la Fase | (reduccidn, hidrdlisis, desmetilacion y oxidacién) son catalizadas
por esterasas, amidasas y enzimas monooxigenasas que contienen flavina y de la familia del
complejo citocromo P450 (CYP450) localizadas en el reticulo endoplasmico liso de los hepatocitos
(Bhaargavi et al., 2014; Silverman et al., 2014). El papel de CYP450 es el de unirse al xenobidtico
y por medio de un flujo de electrones, la sustancia extrafia se oxida y se forma agua. En este ciclo
oxidativo, NADPH actia como donador de electrones, mientras que CYP450-reductasa es el
aceptor. Con el curso de la biotransformacién, especies reactivas de oxigeno (ERO), como el
radical superdxido (Oe;7) y el perdxido de hidrégeno (H202) son liberadas, y las células del higado
se exponen al dafio potencial del estrés oxidativo (Dancygier, 2010; Gwaltney-Brant, 2016). Las
ERO inducen un incremento en la peroxidacién lipidica, una reduccion de adenosin trifosfato
(ATP) y dafio oxidativo del acido desoxirribonucleico (ADN) y las proteinas (Fernando & Soysa,

2014).

Las reacciones de la fase I, catalizadas principalmente por transferasas, disminuyen la toxicidad
del xenobiédtico a través de la formacion de metabolitos solubles en agua. Los grupos funcionales

formados en la Fase | se unen a moléculas polares enddgenas como el dcido glucurdnico, glicina,
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glutamina, glutatién, acido acético y residuos de metilo a través de la accion de UDP-
glucuronosiltransferasas, glicina-N-aciltransferasa, glutamina N-aciltransferasa, glutation-S-
transferasa, acetiltransferasa y metil-transferasa, respectivamente (Dancygier, 2010; Silverman
et al., 2014). En la biotransformacion de los diterpenos, la introduccidon de grupos hidroxilo es
catalizada por CYP450. En la fase I, las enzimas promueven la reduccién, hidrdlisis y epoxidacion
de sustratos terpenoides (Sultana & Saify, 2013); mientras que en la fase Il, las enzimas
sulfotransferasas, UDP-glucuronosiltransferasas, glicina N-aciltransferasa y metiltransferasa

incrementan su peso molecular y polaridad (Bhatti & Kera, 2014).

2.3. Papel de las células hepaticas en la eliminacion de xenobidticos
El I6bulo hepdtico se compone por hepatocitos y colangiocitos, como principales células
epiteliales, asi como por células sinusoidales conformadas por las células endoteliales, de Kupffer

y estelares o de Ito (Kietzmann, 2017; Vernon & Kasi, 2019).

2.3.1. Células epiteliales

Hepatocitos

Los hepatocitos representan cerca del 80 % del volumen hepatico y realizan la mayoria de las
funciones. Estas células de larga vida se mantienen por la degradacion de componentes celulares
senescentes, como proteinas y organelos por medio de la autofagia (Czaja et al., 2013). Ademas
de la biotransformacion, los hepatocitos participan en el metabolismo de carbohidratos, la
regulacion de glucosa, produccidn de proteinas del plasma, urea y bilis (Cattley & Cullen, 2013),
con funciones especificas de acuerdo con la zona de su localizacion en el acino hepatico (Figura

2) y el gradiente de oxigeno (Kietzmann, 2017).

Los hepatocitos de la zona 1 son los mds cercanos a la regién porta y muestran una mayor
eficiencia en el metabolismo oxidativo, la ureagénesis desde aminoacidos, la gluconeogénesis, la
excrecién de bilirrubina y acidos biliares, asi como en la actividad antioxidante. Las enzimas del
ciclo de Krebs (sintesis de urea y glutaminasas) se encuentran en grandes concentraciones en la
zona 1. Estas células son las primeras en exponerse frente a los nutrientes, asi como a los

xenobidticos y no exhiben actividad de las enzimas del complejo CYP450 (Dancygier, 2010). En
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cambio, los hepatocitos perivenosos (zona 2), reservan altos niveles de enzimas metabdlicas,
especialmente del grupo CYP450, que participan en la biotransformacién de xenobidticos y sus

metabolitos intermediarios (Dancygier, 2010; Gwaltney-Brant, 2016).

Figura 2. Micrografia de la organizaciéon del acino y las zonas
de biotransformacién (VC: vena central; TP: triada portal, H:
Hepatocitos) Modificado de: Jennings & Premanandan, 2017.

Respecto a los hepatocitos de la zona 3 o regidn centrilobular son mas eficientes en la glucdlisis,
lipogénesis, ureagénesis desde amoniaco y la biotransformacion de xenobidticos relacionado con
la alta concentracion de CYP450 (Gwaltney-Brant, 2016). Las células de esta regién reciben el
suministro de oxigeno al ultimo y son particularmente propensas al dafio hepdtico hipdxico
porque reciben una mayor concentracién de sustancias tdxicas provenientes del metabolismo.
También, tienen una reducida concentracion de glutatidn, lo que las hace susceptible a dafio

como necrosis centrilobular (Lefkowitch, 2011).

En la célula, los xenobidticos pueden ser metabolizados en diferentes compartimentos, como el
citosol y la mitocondria; pero en la mayoria de los casos se degradan por enzimas localizadas en
el reticulo endoplasmico liso (Dancygier, 2010), y segun la fuente del dafio, la distribucién de las
lesiones puede variar: aquellas asociadas a la salmonelosis tienden a ser de naturaleza multifocal,
mientras que las lesiones hepaticas de tipo viral como la fiebre amarilla se presentan en zonas

medias (Stalker & Hayes, 2007).
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Colangiocitos

Los colangiocitos son células alineadas a los conductos biliares y que participan en la modificacién
del volumen y la composicion de la bilis. Se activan por estimulos enddgenos y exdgenos (Banales
et al., 2019). Se ha investigado que los colangiocitos pueden tener actividad metabdlica sobre los
xenobidticos debido que las células aisladas de rata presentan una alta actividad especifica de
Gamma glutamil traspeptidasa, hasta 200 veces mas que en los hepatocitos, asi como de enzimas
relacionadas con el ciclo éxido-reduccién de glutation (GSH), como glutation peroxidasa (GPx) y
glutatién oxidado (GSSG), pero bajos niveles de GSH, y carece de enzimas de la familia CYP450

(Visentin et al., 2017).

2.3.2. Células sinusoidales

Las células sinusoidales representan cerca del 40% de las células del higado. Se localizan en el
compartimento sinusoidal del érgano en forma de paredes. Las células contienen pequefios poros
o ventanas abiertas que permiten la transferencia de sustancias entre la sangre y el parénquima
hepatico. De este grupo, cuatro tipos de células son diferenciadas: las células endoteliales, las
células de Kupffer, de Pit y las células estelares, también llamadas de Ito, lipocitos y

perisinusoidales (Poisson et al., 2017) (Figura 3).

Hepatocitos

C. estelares
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! te A
= ® C. Kupffer el
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Espacio de Disse » . W
=

macromoléculas
solubles

C. sinusoidales

e

Hepatocitos

Figura 3. Principales Células Sinusoidales (Modificado de: Sgrensen et al., 2015).
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Células endoteliales

Las células endoteliales representan entre el 15y 20% de las células del higado, pero sélo el 3%
del volumen total. Son una linea continua de capilares o sinusoides, que forman una interfase
entre las células sanguineas por un extremo y los hepatocitos con las células esterales por el otro
(Poisson et al., 2017). Actuan como una barrera permeable contra agentes patdgenos y sirven
como filtro selectivo de retinol, colesterol y triglicéridos (Wohlleber & Knolle, 2016). Factores
como la hipoxia, las endotoxinas y la radiacidn alteran el tamano de los poros y pueden provocar
la acumulacidn de triglicéridos, factor que prevalece en la esteatosis hepatica; o bien, causar que
las células se hinchen y pierdan su capacidad selectiva por la presencia del O;™ o los bajos niveles

de glutatiéon (Hammoutene & Rautou, 2019).

Entre otras funciones, las células endoteliales mantienen a las células estelares inactivas y bajo
condiciones patoldgicas participan en la iniciacion y progresion del dafio crénico por medio de la
capilarizacion, angiogénesis, sefiales angiocrinas y la vasoconstriccion (Maslak et al., 2015).
Después de la induccion del dafio agudo, las células endoteliales juegan un papel en la
regeneracion por medio del balance entre la proliferacién vascular y de hepatocitos (Poisson et

al, 2017).

Las células de Kupffer

Son macréfagos que se anclan al revestimiento endotelial del sinusoide en areas periportales
(Kolios et al., 2006). En condiciones normales, las células de Kupffer se encuentran en reposo o
en desplazamiento hacia el espacio hepatico para facilitar sus funciones de sefializacion (Roberts
etal., 2007). Se activan por bacterias, toxinas, virus, parasitos y células tumorales que en ausencia
de enzimas del complejo CYP450 son removidas por medio de la endocitosis (Dancygier, 2010).
Como resultado, se producen enzimas hidroliticas, eicosanoides, citoquinas proinflamatorias (IL-
1, IL-6 y TNF-a), H20; vy el radical éxido nitrico (NOe) (Smedsrod et al., 2009). Estos productos
pueden actuar directamente sobre los hepatocitos (Lefkowitch, 2011) y activar a las células
estelares, que conducen a la contraccion de las sinusoides; promover los neutréfilos, que
provocan dafio a los hepatocitos a través de la liberacidén de proteasas (Kharbanda et al., 2004);

e incentivar la accion de las células endoteliales, que promueven la coagulacién y deposicién de
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fibrina e hipoxia hepatica; por lo que las células de Kupffer juegan un papel en la respuesta
hepatica ante agentes tdxicos (Roberts et al., 2007), actuando como protectores y mediadores de
dano oxidativo (Niranjan, 2010). Su inhibicidén protege al higado contra la accién téxica de agentes

como la tioacetamida (Roberts et al., 2007).

Células de Pit

Son células situadas en el lumen de la sinusoide hepatica, adheridas a las células de Kupffer
(Smedsrod et al., 2009), en una relacién de 1 célula de Pit por cada 10 de Kupffer. Se tratan de
células de corta vida que se renuevan desde linfocitos granulares circulantes y con citotoxicidad
espontanea contra hepatocitos infectados por tumores y virus. Aunque la funcion citotoxica es
espontanea, esto puede aumentarse por la presencia de citoquinas como IL-2 que juega un papel

central en la expansion, induccion y accidn antitumoral de las células asesinas (Peng et al., 2016).

Las células estelares

Son lipocitos o reservorios de grasa que se alinean en el espacio de Disse. Una porcion de éstas
se acerca a las células parenquimales, mientras que otras alcanzan a la region sinusoide, donde
regulan el flujo sanguineo (Li et al., 2019). En el higado sano, las células estelares son el principal
sitio almacén de retinoides, dando una caracteristica morfoldgica de gotas de grasa. Estas células
contienen actina y miosina entre los hepatocitos y las células endoteliales, y cuando se dafian los
hepatocitos por infeccidn viral o toxinas hepaticas, las células estelares pierden su composicidon
lipidica, proliferan y migran hacia la zona 3 del acino, cambian a miofibroblasto y producen
colageno y laminina (Hermenean et al., 2017), mientras que el espacio de Disse puede alterarse
por gelatinizacién (Lefkowitch, 2011). Durante la produccion de la matriz extracelular, las células
estelares generan una cicatriz temporal en el sitio de la lesién para proteger al higado de dafios
posteriores. A su vez, secretan citoquinas y promotores de crecimiento para la regeneracidon de
células epiteliales. En la enfermedad crdnica, la activacion repetida y prolongada de las células

estelares causa fibrosis alterando tanto la estructura como la funcién del higado (Yin et al., 2013).
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2.4. El daino hepatico y sus mecanismos

El dafio hepdatico es un término empleado para describir que la estructura o las funciones del
higado han sido afectadas (Vargas-Mendoza et al.,, 2014) por diversos factores como son la
hipoxia, el abuso en el consumo de farmacos, infecciones bacterianas, la exposicion a virus (Gulati
et al., 2018), toxinas generadas por hongos o frutas, el alcohol, suplementes dietéticos, plantas,
medicinas alternativas (Seeff & Fontana, 2011) y compuestos de origen quimico industrial como
N-nitrosodimentilamina (George et al., 2019). Estos agentes pueden provocar dafio a la
membrana, depresidn del sistema de defensa antioxidante, la actividad de acido nitrico oxidasa,
estrés oxidativo (Marchesini et al., 2003), la infiltraciéon de neutrofilos en el parénquima, la
activacion de células estelares y vias apoptdticas, la ruptura de los transportadores y proteinas
de la membrana derivado de la peroxidacién lipidica, necrosis masiva de hepatocitos (Gwaltney-

Brant, 2016), asi como inflamacidn y dafio al érgano (Luo et al., 2015; Gulati et al., 2018).

El dafio hepatico es agudo cuando se descarta la preexistencia de alguna enfermedad hepatica, y
cronico, cuando se ha desarrollado y agravado a través del tiempo (Sarin & Choudhury, 2016). El
dafio hepatico agudo ocurre por mecanismos que se clasifican en fisiopatolédgicos y/o inducidos

por agentes quimicos (Gulati et al.,2018).

2.4.1. Mecanismos fisiopatoldgicos

El dafio a las células se presenta a través de diversos patrones segun los organelos y funciones
afectadas: cuando las reacciones de detoxificacidn involucran a las enzimas del complejo CYP450
se forma un enlace covalente entre el agente toxico y las proteinas intracelulares (Figura 4), la
disfuncidn intracelular se produce y esto resulta en la pérdida de gradientes idnicos, un descenso
en los niveles de ATP, la disrupcidn de actina, asi como la hinchazén y ruptura de la célula. Los
xenobiodticos que afectan el transporte de proteinas en la membrana canicular pueden

interrumpir el flujo biliar y producir colestasis (Dong et al., 2019).

Los agentes xenobidticos suelen ser moléculas pequeias que forman aductos con enzimas. Estos
aductos, de mayor tamafio, son complejos que migran a la superficie del hepatocito donde
pueden inducir la formaciéon de anticuerpos o provocar respuestas de linfocitos T-citotdxicos

(Sarin, 2016).
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Figura 4. Mecanismos de dafio fisiopatoldgicos (Modificado de: Lee, 2003).
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acidosis lactica y acumulacion de triglicéridos.
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Otros mecanismos reportados son: la oxidacién de acidos grasos, el estrés oxidativo, acidosis
lactica, acumulacion de triglicéridos, apoptosis y necrosis (Fromenty, 2019). Esta Ultima se debe
alainterrupcion en las reservas de Ca*? que incrementan el volumen nuclear e inhiben la actividad
mitocondrial, principalmente la sintesis de NAD y FAD y por lo tanto se obtiene una menor

produccién de ATP (Hajovsky et al., 2012).

Entre los mecanismos fisiopatoldgicos involucrados con la muerte celular se encuentran la
apoptosis y la necrosis. La apoptosis es la muerte celular programada que actia como un punto
de regulacidn para los procesos biolégicos, y que se activa por TNF-a, el estrés oxidativo, la
radiacion, el dafio de ADN o toxinas (Yuan & Kaplowitz, 2013). Por otra parte, la necrosis es un
proceso degenerativo que se inicia con peroxidacion lipidica, la alteracidon en la homeostasis de
calcio, sodio y potasio y la inhibicidn de la sintesis de proteinas (Fayaz et al., 2014), que cusan la
disrupcion metabdlica, disminucion de ATP, hinchazén de la mitocondria, ruptura de la
membrana plasmatica (Kaczmarek et al.,, 2013), dilatacion del reticulo endopldsmico,
disgregacion de polisomas, la acumulacién de triglicéridos, que promueven una respuesta local
inflamatoria y finalmente la muerte celular (Seeff & Fontana, 2011), a nivel local o masivo (Weng

etal., 2015).

2.4.2. Mecanismos inducidos por agentes quimicos

Algunos agentes quimicos como analgésicos, antibidticos, quimioterapias, aflatoxinas,
tetracloruro de carbono (CCls), hidrocarburos clorados, tioacetamida, entre otros, pueden
provocar desdrdenes hepaticos principalmente por la induccion de la peroxidacién y la
generacion de intermediarios altamente reactivos. A este nivel, la hepatotoxicidad puede ser

idiosincratica o intrinseca (Kullak-Ublick et al., 2017).

La hepatotoxicidad idiosincratica comprende reacciones que no son predecibles y no dependen
de la dosis. La exposicidn suele ocurrir por descuido y el tiempo que pasa entre la administracién
y su respuesta puede variar de pocos dias a meses (Bonkovsky et al., 2017). La mayor incidencia
es por medicamentos que interaccionan con el ambiente, el huésped, aspectos genéticos, la edad,

sexo, factores autoinmunes y enfermedades preexistentes (Yuan & Kaplowitz, 2013). Su
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respuesta generada depende de la concentracién, la expresidn de enzimas, asi como del

gradiente de concentracion de la sustancia en la sangre que llega al acino (Gulati et al., 2018).

Los farmacos se han convertido en la principal causa de dafio hepatico agudo y de trasplante en
los paises occidentales (Kullak-Ublick et al., 2017), debido a que son la causa del 40 al 50% de los
casos de insuficiencia hepatica aguda (Morales et al., 2016), y se estima que, a los 6 meses del
inicio del cuadro clinico, 1 de cada 10 pacientes muere o requiere de trasplante, y 1 de cada 5

desarrolla enfermedad hepatica crénica (Fontana et al.,2014).

El dafio ocurre por conversién de los farmacos a metabolitos que reaccionan con macromoléculas
celulares como lipidos, proteinas y acidos nucleicos, conduciendo a la disfuncién proteica, la
peroxidacién lipidica, dafno al ADN vy el estrés oxidativo (Bedi et al., 2016). Estos efectos se
traducen en dafio a los ductos biliares, caracterizado por la destruccién del epitelio biliar o los
ductos interlobulares; la colangitis biliar primaria, que involucra tanto inflamacién como necrosis
a expensa de los colangiocitos y la cirrosis (Visentin et al., 2017). Otras patologias derivadas del
dano hepdtico idiosincratico comprenden a la esteatosis hepatica no alcohdlica, hepatitis y

cancer, entre otros (Domitrovic & Potocnjak, 2016).

Las reacciones idiosincraticas se manifiestan como dafio hepatocelular, colestasis o una mezcla
de ambos (Yuan & Kaplowitz, 2013). El daino hepatocelular se define como 2 veces mayor al valor
normal de la transaminasa ALT y una relacion ALT/FAL mayor a 5; la colestasis se caracteriza por
una elevacién de fosfatasa alcalina 2 veces mayor del limite superior normal o bien una relacién
menor o igual a 2 entre ALT/ FAL; mientras que el patrén mixto corresponde cuando el valor de
ALT es 2 veces mayor o bien la relacion ALT/AST es entre 2 y 5 (Bhamidimarri & Schiff, 2013),
donde la prevalencia es de 40-48%, 20-40% y 12-20% para los dafios hepatocelular, colestdsico y
mixto, respectivamente, donde la presentacion colestasica presenta el mayor riesgo de

enfermedad hepdtica crénica (Danan & Benichou, 2014).

Por otra parte, la hepatotoxicidad directa o intrinseca se debe a reacciones predecibles que
ocurren cuando el organismo se expone a la toxina por cortos periodos de tiempo y que son
utilizados como modelos preclinicos para comprender los mecanismos de hepatotoxicidad y asi

establecer estrategias que lleven a su prevencion (Gulati et al., 2018).
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Estos modelos, in vivo o in vitro, miden la eficacia, seguridad (Gulati et al., 2018), asi como la
habilidad del extracto, compuesto o grupo de compuestos para prevenir la toxicidad del higado
en condiciones controladas (Surendran et al.,, 2011). En los modelos in vitro, los cultivos con
hepatocitos son preparados y tratados con la hepatoxina, y pardmetros como multiplicaciéon de
hepatocitos, morfologia, sintesis macromolecular y el consumo de oxigeno son medidos como
indicadores de dafio (Pradeep et al., 2009). En los modelos in vivo, a los animales de estudio se
les induce un dano hepdtico a través de la administracion de una dosis o dosis continuas de una
hepatoxina conocida. La sustancia de prueba se administra durante, antes o después del agente
toxico. La intensidad y recuperacién del dafo son evaluadas por cambios histopatoldgicos y
bioquimicos, con un alto nivel de correlacién con lo que ocurre en el higado de los humanos.
Como ejemplos de xenobidticos se usan la tioacetamida, la acrilamida, el etanol, paracetamol y

el CCla, entre otros (Delgado-Montemayor et al., 2015).

Tioacetamida (TAA)

La tioacetamida es un compuesto organosulfurado usado como fungicida, en la industria textil,
del cuero y papeleria. En ensayos preclinicos, la TAA es conocida como un potente hepatotdxico
(Gayosso de Lucio et al., 2014) usado como un modelo adecuado para estudiar a los farmacos con
potencial hepatoprotector en un corto periodo de tiempo (Arauz et al., 2015). El dafio producido
por TAA es mas prominente que el efecto provocado por otros agentes, como el CCls, y debido a
que la fibrosis persiste por varias semanas después de la discontinuacién de TAA, este modelo
permite evaluar el efecto de los farmacos, extractos o principios activos para revertir la fibrosis
(Newell et al., 2008). Otra ventaja del uso de TAA como hepatotdxico incluye su afinidad por el
higado, excepto en dosis excesivamente altas, que pueden causar dafio renal (Mahendale &

Chilakapati, 2010).

La hepatotoxicidad de TAA afecta selectivamente el acino perivenoso donde es oxidado por
enzimas del sistema FAD- monooxigenasa, y asi la zona perivenosa sufre el proceso necrético
(Sanz et al., 2002) que se atribuye a su metabolito intermediario, la tioacetamida disulféxido
(TASO3) (Figura 5), que se une a macromoléculas en la célula (Hajovsky et al., 2012) derivado de

la accion de enzimas CYPE1 y FAD microsomales, mientras que los radicales libres se unen a
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lipidos, ADN vy proteinas para formar aductos de N-g-acetil lisina a través de enlaces covalentes

(Mahendale & Chilakapati, 2010).
@) H3C NH, (b) H3C NH,

S SOQ.
Figura 5. Estructura quimica de tioacetamida (a) y tioacetamida disulféxido (b).

Durante la biotransformacion de la tioacetamida, los radicales libres liberados producen
peroxidacién lipidica y dafio a la membrana, que conlleva a una necrosis centrilobular severa
(Figura 6), que puede recuperarse en dosis agudas, o bien progresa a fibrosis, cirrosis y carcinoma
hepatocelular en fases crénicas. Cuando los efectos nocivos exceden la capacidad regenerativa,

el fallo hepatico, respiratorio y la muerte son las consecuencias (Wallace et al., 2015).
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Figura 6. Mecanismo de dafio hepatico producido por TAA, donde AGP: 4cidos grasos poliinsaturados LPO:
lipoperoxidacién (Modificado de: Muriel et al.,2017).
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Una dosis de 300 mg/kg de TAA es suficiente para causar estrés oxidativo (Abdel Salam et al,,
2013). En un maximo de 24 horas después de la administracion el 90% del TAA ha sido
metabolizada (Mahendale & Chilakapati, 2010), y los radicales libres generados producen la
muerte de los hepatocitos tanto de la zona 1 como de la zona 3 por una necrosis hepatocelular,

principalmente periportal (Bautista et al., 2010; Hajovsky et al., 2012).

Los radicales libres activan tanto a los neutrdfilos como a la MPO que inciden sobre el
parénquima hepético (Amanzada et al., 2011), incrementan la concentracidn intracelular de Ca*?,
obstruyen la actividad mitocondrial (Starkel and Leclercq, 2011), fragmentan el reticulo
endoplasmico rugoso, desorganizan y dispersan ribosomas, deprecian los niveles de glucégeno,
reducen el nimero de hepatocitos, la tasa de consumo de oxigeno y el volumen de la bilis (Singh

et al., 2011) con la subsecuente regeneracién (Tasci et al., 2008).

Cuando la dosis letal media (600 mg/ kg) es administrada a ratas, la muerte ocurre de 3.5 a 7 dias
debido a la falla hepatica fulminante (Chanda & Mahendale, 1994). La exposicion prolongada a
TAA provoca la formacidon de nddulos hiperplasticos, colagiocarcinoma, hepatocarcinoma vy
cirrosis (Newell et al., 2008; Starkel and Leclercq, 2011) o bien se genera la sefalacién que
conduce a la apoptosis (Miguel et al., 2017). La cirrosis inducida por TAA ha sido un modelo
experimenta de enfermedad comparable con la etiologia y patologia en humanos (Yeh et al.,

2003).

Los marcadores necrdticos, 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) y NFkS pueden ser medidos en
el homogenado hepatico una hora después de la inyeccién de la TAA (Chen et al.,, 2008). Las
enzimas hepaticas, triglicéridos, colesterol y niveles de malonaldehido muestran su pico maximo;
mientras que albumina y GSH su valor minimo alrededor de las 24 h (Mustafa et al., 2013). La
inflamacién y necrosis del tejido hepatico se observan después de una semana (Luo et al., 2015;
Wallace et al., 2015). En la hepatotoxicidad directa o intrinseca, los xenobidticos activan a las
células de Kupffer presentes en las sinusoides hepdticas, resultado en una liberacién de
mediadores proinflamatorios: citoquinas, eicosanoides y enzimas proteoliticas, que junto con los

radicales libres provocan dafio mitocondrial y celular.
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La Figura 7 muestra el ingreso de los agentes xenobidticos a través del intestino y la exposicidon
de los hepatocitos, con la accidn de los patrones moleculares asociados al dafio (PMAD) (1). Las
células estelares son activadas por las células de Kupffer que producen Oxido nitrico y
prostaglandinas y contribuyen tanto a la disfuncién microcirculatoria como al incremento de la
presion portal (2). Se incrementa la produccién de citoquinas inflamatorias y radicales derivados
del 6xido nitrico (3). La liberacidon de éxido nitrico provoca la muerte de los hepatocitos via
apoptosis o necrosis (4). Las células dendriticas participan en la regulacion del sistema inmune
(5). La infiltracién de neutrdfilos conduce a la liberacion de ERO que junto con las citoquinas (6)
provocan estrés mitocondrial (7), asi como la muerte de los hepatocitos por apoptosis o necrosis

(8) (Sarin & Choudhury, 2016).
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Figura 7. Mecanismo general de dafio hepatico agudo producido por xenobidticos (Modificado de:
Sarin & Choudhury, 2016).
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2.5. Mecanismos endogenos de defensa antioxidante

La oxidacién es una reaccidon quimica que consiste en la transferencia de electrones desde una
sustancia hacia un agente oxidante. Estas reacciones producen radicales libres que inician
reacciones que dafian a las células. Entonces, un antioxidante es una sustancia que aun en bajas
concentraciones reduce o previene significativamente la oxidacidn de sustratos oxidables a través
de la captacion de radicales libres intermediarios, inhibiendo las reacciones de oxidacion al ser
oxidados ellos mismos (Abdalaziz et al., 2016), impidiendo la peroxidacién lipidica, removiendo
iones metdlicos pro-oxidantes, como bloqueadores de Oe, quelantes de metales, captadores de
radicales, estabilizando a los antioxidantes primarios (captadores de radicales) por medio de la
creacién de ambientes acidos, regenerando antioxidantes por la donacién de hidrégenos o

catalizando la sintesis o regeneracién de antioxidantes no enzimaticos (Ahmadinejad et al., 2017).

Los antioxidantes pueden ser enddgenos o bien obtenidos a través de la dieta. Los primeros
juegan un papel importante en mantener las funciones celulares; sin embargo, su participacion

suele ser insuficiente ante el estrés oxidativo/nitrosativo (Kurutas, 2016; Thangaraj, 2016).

Los antioxidantes enddgenos se clasifican en enzimaticos y no enzimaticos. En el primer grupo
superoéxido dismutasa (SOD), glutatidn peroxidasa (GPx) y catalasa (Cat) constituyen la principal
defensa enzimatica de las células aerobias (Czaja, 2016), que dan proteccion por medio de la

captacién del radical Oz y el H,03, convirtiéndolos en especies menos reactivas.

Los antioxidantes enzimaticos convierten productos oxidados en H,0,y H;0 con la intervencion
de cofactores como hierro, cobre, zinc y manganeso (Lee, 2018). En esta clasificacion también
puede considerarse a la enzima glutation reductasa (GR) que, aunque no participa como
antioxidante, contribuye al reabastecimiento de GSH a partir de GSSG, mientras que en el grupo
de antioxidantes no enzimaticos interceptan y terminan las cadenas de radicales libres (Moussa
et al.,, 2019). Estos incluyen a glutation (GSH), tiorredoxina, acido lipoico y melatonina

(Ahmadinejad et al., 2017).
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2.5.1. Superdxido dismutasa (SOD)

SOD es una enzima que esta presente en el citoplasma, la mitocondria celular, asi como afuera
de la célula. La molécula de SOD en el citoplasma y espacio extracelular contienen dtomos de
cobre y zinc, mientras que SOD mitocondrial contiene manganeso. SOD es uno de los
antioxidantes que captan el aniéon Oy para convertirlo en O,y H,0,. Aunque el H,02 no es radical,
éste rapidamente se convierte en el radical OHe, que es muy reactivo, por acciéon de Cat o GPx

(Kurutas, 2016). La reaccién de dismutacidn por SOD se indica en la reaccion 4.

02_ + 02— + 2H+ i H202 + 02 (4)

2.5.2. Catalasa (Cat)

Cat es una enzima localizada principalmente en los peroxisomas celulares y consiste en 4
subunidades, cada una contiene un grupo hemo y una molécula de NADPH (Senoner et al., 2018).
Es una enzima muy eficiente en convertir el H,0, en H,0 y O; antes de que se difunda a otras
partes de la célula. Una molécula de Cat puede convertir aproximadamente 6 millones de
moléculas de H,0, por minuto (Kurutas, 2016) (reaccién 5), y aunque Cat puede encontrarse en

todos los tejidos, la mayor actividad se presenta en el higado y los eritrocitos (Sies, 2015).

H,0, » 2H,0 + O, (5)

La actividad de Cat es uno de los biomarcadores de estrés oxidativo mas importantes (Bhooshan
& Ibrahim, 2010) porque mitiga la accién dainina de los radicales libres contra la célula. Un déficit
o mala funcién de catalasa se relaciona con el desarrollo de diversas enfermedades degenerativas
como la diabetes mellitus, hipertensidn, el vitiligo, parkinson, cancer, alzheimer y fibrosis hepatica

(Nandi et al., 2019).
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2.5.3. Glutatién (GSH)

Es un tripéptido localizado en el citosol, nicleo y mitocondria, que estd conformado por glicina,
acido glutdmico y cisteina. Junto a SOD, GSH es la primera linea de defensa contra el dafio por
radicales libres (Ighodaro & Akinloye, 2018). Su funcidn antioxidante es la de prevenir la oxidacién
de 4cidos grasos insaturados al catalizar la conversién de H,0 en H,0 o alcohol con la oxidacidn
simultanea de GSH (Molavian et al., 2015) para rendir glutation oxidado GSSG. Este ultimo se
acumula en el interior de la célula y la relacion GSH/GSSG es un indicador del estrés oxidativo
(Gulati et al., 2018). En otras palabras, los niveles de GSH en la célula reflejan la sintesis,
metabolismo y movimiento de la proteina. La sintesis de GSH se modula por el radical NO,
provocando la reduccion de la detoxificacién y menor actividad de las enzimas responsables de la

respiracion (Baskol et al., 2015).

En la célula GSH actia como cofactor de enzimas de detoxificacidn, participa como un transporte
de aminodcidos a través de la membrana plasmatica, capta los radicales OHe y O, (Birk et al.,
2013), asociada a la presencia de un dtomo de azufre, que facilmente se adapta a la pérdida de
un electrén (Sheng et al., 2014), ademas de participar en la eliminaciéon de moléculas lipofilicas y

metales pesados con el fin de reducir su toxicidad (Jiang et al., 2019).

El metabolismo de GSH es uno de los mdas importantes mecanismos de defensa antioxidante en
la célula, y sus niveles son importantes en la prevencion del dafio hepatico por sustancias tdxicas.
El descenso en la concentracion de GSH puede estar asociada con el envejecimiento y muchas
patologias como la artritis reumatoide, las enfermedades hepaticas, respiratorias vy

cardiovasculares (Ighodaro & Akinloye, 2018).

2.5.4. Glutation peroxidasa (GPx)

GPx es una enzima localizada en el citosol y la mitocondria, y que se encarga de catalizar la
oxidacion de GSH con la reduccidn de un hidroperdxido, como H,0,, en H,0. En general, existen
dos formas de GPx: una dependiente de selenio y otra independiente de él (GSH-S-transferasa).
Las enzimas dependientes de selenio reducen perdxidos para formar selenoles (Se-OH) mediante

la reaccion de Fenton, trabajando en coordinacién con GSH, pero en competencia con Cat por el
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H,0, para contribuir en la reduccidn del estrés oxidativo/nitrosativo (Molavian et al., 2015).
Glutation en su forma oxidada (GSSG) es reciclado a su estado reducido por medio de GR y
NADPH. Asi que la accidn de esta enzima es acoplada al mecanismo reductor de GR (Su et al.,
2019), mientras que glutatidon-S-transferasa (GST) es una enzima detoxificante distribubuida
uniformemente en el acino hepatico, que metaboliza los xenobidticos por conjugaciéon con GSH,
protegiendo a la célula (Schemitt et al., 2016). Sin embargo, la falta de paralelismo entre la

actividad de GST y el dafio por TAA indican que GST

Durante el control del estrés oxidativo, el incremento en la actividad de GPx representa la

habilidad para compensar la peroxidacion lipidica desarrollada (Senoner et al., 2018).

2.5.5. Glutation reductasa (GR)

La enzima glutatién reductasa que genera GSH desde GSSG con nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato (NADPH) es una fuente de hidrégeno. GR juega un papel muy importante al
mantener a GSH en concentraciones normales mediante la reduccion de su forma oxidada (GSSG)

e impidiendo su difusién hacia el exterior de la célula (Couto et al., 2016).

2.5.6. Factor nuclear 2 relacionado al factor eritroide 2 (Nrf2)

Nrf2 es un factor de transcripcién que constituye uno de los mayores mecanismos contra el estrés
oxidativo (Chambel et al., 2015). Un factor de trascripciéon es el primer regulador de la expresion
de genes y se conforma de proteinas que pueden unirse a secuencias de ADN especificas (Mitsis
et al., 2020). Nrf2 se encuentra en el citoplasma unido a la proteina 1 asociada a ECH tipo Kelch
(Keap 1), y es liberado desde esta proteina como respuesta al incremento de ERO (Richter et al.,
2015). Después de su traslocacion hacia el nucleo y su unién a otras proteinas intranucleares
(fiborosarcoma musculoaponeurdético) promueve la expresion de los elementos de respuesta

antioxidante (AREs) en genes que codifican enzimas citoprotectoras (Raghunath et al., 2018).

2.6. Evaluacién del dafio hepatico
Existen diferentes pruebas o marcadores usados para diagnosticar la hepatotoxicidad, establecer

el grado de nocividad y diferenciar entre un dafio agudo y uno crénico. La mayoria de ellos son
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perfiles del suero sanguineo (Gulati et al., 2018) y aunque no existe un biomarcador especifico
que describa el dafio hepdatico, la mayoria de los diagndsticos se basan en diversos pardmetros
gue incluyen la medicién de bilirrubina total, albimina sérica y nivel de proteinas, amoniaco
sérico, colesterol, pardmetros de coagulacidon y concentraciones de urobilindgeno en la orina
(Yangetal., 2014). En general, la actividad de las enzimas del suero y los niveles de bilirrubina son

los parametros mas confiables para determinar el dafio hepatico (Everhart & Wright, 2013).

2.6.1. Alanina aminotransferasa (ALT)

Conocida anteriormente como transaminasa glutdmico-piruvica. Es el biomarcador mas utilizado
en la salud del higado (Sumanth et al., 2017). Como su nombre lo indica, ALT esta involucrada en
la transaminacion de alanina, y esta presente en higado en mayores concentraciones que en otros
6rganos. La liberacion de ALT desde los hepatocitos hacia la sangre ocurre como consecuencia de
un dafo hepatico, aunque no es una enzima especifica (Contreras-Zentella & Hernandez-Mufioz,
2016). El dafio al musculo cardiaco o esquelético, asi como algunas drogas pueden incrementar
la expresidn genética de ALT (Yang et al., 2014). Los valores normales oscilan 49 U/L a 37 °Cy
cuando éstos se elevan de 10 a 200 veces indican colestasis, mientras que 10 veces abajo se

correlaciona con carcinoma, cirrosis y hepatitis alcohdlica (Rajesh et al., 2014).

Las pruebas para distinguir entre las dos isoformas de ALT, ALT1 y ALT2, contribuyen a diferenciar

un dafo hepatico de un extrahepatico (Raffer et al., 2012).

2.6.2. Aspartato aminotransferasa (AST)

Conocida anteriormente como transaminasa glutamica oxaloacética. Es una enzima que se libera
desde el higado, corazén, musculo y células cerebrales cuando estos son dafiados (Rajesh et al.,
2014). Se considera un biomarcador menos especifico que ALT, debido a su expresién en otros
tejidos (Yang, 2014). Su valor normal es de 45 U/L a 37 °C, pero puede incrementar de 10 a 200
veces en pacientes con necrosis, hepatitis viral o por toxicidad con CCls, mientras que menos de
10 veces para esteatosis hepatica y alcohdlica (Plaa, 2010). Algunos estudios emplean la relacion

AST/ALT para determinar la fuente del dafio, donde una relacién 2:1 confirma el fallo del higado.
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En cambio, cuando la relaciéon es menor a 0.4 después de la hepatotoxicidad, podria indicar un

buen prondstico de recuperacion (McGovern et al., 2015).

De acuerdo con el tipo de dafio (hepatocelular, colestdsico o mixto), los cocientes de
transaminasas reflejan la probabilidad de que el dafio se deba a la medicacidn, siendo > 9
altamente probable y de 0 descartable, donde los altos niveles séricos de FAL, GGT, BIL y

colesterol son indicadores de dafio colestatico (Bonkovsky et al., 2017).

2.6.3. Fosfatasa alcalina (FAL)

Es otra enzima frecuentemente utilizada para evaluar la funcionalidad del higado. Sus valores
normales van de 25 a 85 U/dl. Sus niveles elevados se relacionan con la obstruccién del flujo biliar,
el dafio hepatico o ciertos tipos de cancer (Swaroop & Gowda, 2012). Cuando los niveles se
exceden de 3 a 10 veces indican obstruccion biliar y la aparicién de enfermedades parenquimales,
como la hepatitis y la cirrosis (Plaa, 2010). Debido a que no existen muchas isoenzimas de FAL de
otros érganos o tejidos, FAL no es considerado como un biomarcador especifico de colestasis. El

diagndstico se realiza en conjunto con otros biomarcadores (Yang et al., 2014).

2.6.4. Gamma glutamil transpeptidasa (GGT)

GGT es una enzima no especifica cuya actividad puede incrementar con el dafio hepatico y
muscular debido al consumo de grandes cantidades de alcohol (Yang et al., 2014). En las
enfermedades hepdticas, GGT junto FAL, es un marcador de colestasis, que es el bloqueo del
transito de la bilis desde las células hepaticas hasta el intestino (Moreira & Garrido, 2015), vy
también se relaciona ampliamente con el riesgo de multiples enfermedades como el sindrome

metabdlico (Koenig & Seneff, 2015).

2.6.5. Lactato deshidrogenasa (LDH)

Lactato deshidrogenasa es una enzima localizada en el citoplasma celular. Cataliza Ia
interconversion de lactato y piruvato (Donfack et al., 2010). Su liberacion se puede interpretar
como el dafio a la membrana celular, asi que, cuando los tejidos que contienen LDH son dafiados,

estas enzimas se liberan al torrente sanguineo, por lo que los niveles de este pardmetro se
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incrementan en las enfermedades hepaticas, ataque cardiaco, ciertos tipos de anemia, fracturay

dafios musculares (Bigoniya et al., 2009).

2.6.6. Bilirrubina (BIL)

La estimacion de los niveles de bilirrubina es uno de los mejores ensayos para evaluar la funcion
hepatica. La capacidad del higado para procesar la bilirrubina es muy grande, asi que un dafio
sustancia puede ocurrir antes de que sea evidente (Yang et al.,, 2014). Sin embargo, el dafio
hepatocelular causa que disminuya la capacidad del higado para conjugar la bilirrubina, alterando
asi su excrecién y provocando un aumento de la bilirrubina total (la suma de la bilirrubina no
conjugada de las fuentes hepaticas y no hepdaticas). Cuando los niveles de bilirrubina se elevan, el
higado pierde al menos el 50 % de su capacidad de excrecion; por lo tanto, la presencia de
bilirrubinemia conjugada o directa habitualmente es un signo de enfermedad hepatica
(Braunwald et al., 2009). La bilirrubina no conjugada esta herméticamente unida a la albumina,
por lo que bajo condiciones normales es retenida en el glomérulo renal y no pasa a la orina. Asi
que la presencia de bilirrubina en orina es un indicador de dafio hepatico, como en la hepatitis

viral (Gao et al., 2012).

Debido a que una sola prueba no provee suficiente informacién para establecer la severidad del
dafo hepatico, una combinacién de pruebas como bilirrubina en suero, albuimina,
aminotransferasas y FAL son recomendadas. La elevacién de ALT y bilirrubina indican un dafo
hepatico serio a diferencia de medir los pardmetros por separado (Gwaltney-Brant, 2016). Estas
pruebas, junto con la protrombina, aportan una caracterizacion inicial de la etiologia o severidad

del daio hepatico (Herlong & Mitchell, 2012).

2.6.7. Proteinas totales y albumina

El contenido de proteina y albimina en suero bajo condiciones normales son de 5.5 a 8 g/dly 3.5
a 5 g/dl, respectivamente. La albimina es la proteina mas abundante del plasma y es sintetizada
exclusivamente en el higado, inicialmente como pre-proalbumina, luego proalbimina y

finalmente se convierte en albumina en el aparato de Golgi, para ser secretada por los hepatocitos
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(Gounden et al., 2020) hacia el flujo sanguineo, y solo una pequefia parte que queda en el higado

(Noman et al., 2020).

Fisiolégicamente, la albumina actia como depdsito-transportador de compuestos tanto
enddgenos como exdgenos, y mantiene el balance 4cido-base del plasma (Levitt & Levitt, 2016).
Su capacidad para unirse a radicales libres y removerlos rapidamente de la circulacién, favorece
a la conservacion del equilibro 6xido-reduccion (Gounden et al., 2020). Bajo condiciones de dao,
la hipoalbuminemia reduce los sitios de enlace disponibles para el transporte de xenobidticos, y
como resultado se incrementa la presencia de radicales y al dafio (Noman et al., 2020), en
concentraciones menores a 2.5 g/dL. Por otra parte, la hiperglobulinemia, o incremento en la
concentracion de albumina, puede ser un indicador de inflamacidn crdnica, cirrosis y hepatitis

(Gulati et al., 2018).

Otros factores afectan su produccion son la expresion de medidadores proinflamatorios como las

interlucinas y TNF-a.

2.6.8. Peroxidacion lipidica

Debido su alto contenido en acidos grasos, las membranas de los organelos y la célula son
susceptibles al ataque de especies reactivas al oxigeno, a través de la peroxidacion (Que et al.,
2018). La peroxidacién lipidica o lipoperoxidacion es el proceso en el que los radicales libres
secuestran a los hidrégenos de los acidos grasos polinsaturados graso para generar un radical
libre que interacciona con el oxigeno molecular para formar al radical peroxilo, luego al
hidroperéxido y asi perpetuar una reaccién en cadena (Schemitt et al., 2016); o bien los
hidroperéxidos se disocian a otros radicales como aldehidos para atacar otros componentes
(Moussa et al., 2019), como proteinas y ADN de los hepatocitos, las biomembranas celulares que
junto con los acidos grasos (Arauz et al., 2016; Luczaj et al., 2017), y que culmina con la formacién
de productos como los aldehidos B-insaturados, 4-hidroxi-2-nonenal, 2-propenal (acroleina),
isoprostanos y principalmente el malonaldehido son usados como marcadores del estrés y dafio

oxidativo/nitrosativo (Ighodaro & Akinloye, 2018).
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En comparacién con los radicales libres, los aldehidos no alcanzan concentraciones téxicas debido
a que reaccionan tipicamente con grupos amino y sulfhidrilo apenas son producidos y difundidos
hacia puntos lejanos de su sitio original. Sin embargo, algunos de ellos pueden mostrar reactividad
hacia las biomoléculas celulares y contribuir en el desarrollo de la enfermedad (Nandi et al,,
2019). La lipoperoxidacién presenta efectos nocivos sobre la integridad de las membranas, como
son la alteracién del grado de fluidez, la inactivacién de enzimas o los receptores unidos a ella, el
incremento de los niveles de Ca*? intracelular que destruyen las estructuras citoesqueléticas, la
activacion de enzimas catabdlicas como endonucleasas, proteasas y fosfolipasas, la pérdida de la
permeabilidad y finalmente la muerte celular via apoptosis o necrosis, por su capacidad para

generar compuestos altamente reactivos (Muriel et al., 2017).

2.6.9. La funcidn hepatoprotectora

La Organizacion Mundial de la Salud define a la Medicina Complementaria y Alternativa como a
todas las formas de atencidon médica que usualmente se realizan fuera del Sector Salud, y entre
sus disciplinas existe la medicina tradicional (British Medical Association, 1993), que se considera
como la suma de conocimientos, técnicas y practicas fundamentadas en las teorias, creencias y
experiencias propias de diferentes culturas para mantener la salud, tanto fisica como mental
(INNSZ, 2017). Dentro de estas practicas se comprenden a productos con un ingrediente activo
obtenido de las partes aéreas o subterraneas de las plantas o su combinacién. Estos materiales

incluyen gomas, acidos grasos, aceites esenciales, extractos, entre otros (Dilworth et al., 2017).

Un gran numero de productos naturales y sus compuestos bioactivos han demostrado sus efectos
terapéuticos y preventivos de la lesidn hepatica causada por agentes quimicos, debido a que estas
plantas medicinales exhiben propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, anti-apoptéticas y
antinecrdticas, que los hace capaces de proteger a las células hepaticas de la peroxidacion lipidica
y otros daios oxidativos (Govind, 2011) reparar el ADN dafiado, regular el metabolismo de lipidos,

asi como la biosintesis de acidos biliares (Kumar et al., 2012; Domitrovic & Potocnjak, 2016).

Los efectos hepatoprotectores de los compuestos naturales se atribuyen generalmente a la gran

variedad de compuestos quimicos (Adewusi & Afolayan, 2010) y su habilidad para activar el
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sistema de defensa antioxidante (Domitrovic & Potocnjak, 2016). Se estima que cerca de 170
fitoconstituyentes han sido aislados de 110 plantas con propiedades hepatoprotectoras, como
son polifenoles, cumarinas, ligninas, aceites esenciales, monoterpenos, carotenoides y glicésidos
(Gulati et al., 2018), donde los extractos con mayor contenido de compuestos fendlicos poseen

una mayor actividad antioxidante (Da Silva Brito et al., 2018).

Esta bien establecido que los hepatocitos son vulnerables al estrés oxidativo, por lo que los
antioxidantes tienen un papel importante en la prevencion y recuperacién de las enfermedades
hepaticas (Casas-Grajales & Muriel, 2015). Los mecanismos de estos extractos se deben
principalmente a su capacidad captadora de radicales libres (Adewusi & Afolayan, 2010) y de
normalizacion de los biomarcadores hepaticos e histopatolégicos (Domitrovic & Potocnjak, 2016;

Meng et al., 2018), como se resume en la Tabla 1.
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Tabla 1. Mecanismos generales de los productos naturales con funcién hepatoprotectora.

FUNCION

MECANISMO

EJEMPLOS DE
COMPUESTOS

REFERENCIAS

Antioxidante

Antinflamatorio

Anti-apoptdtico

Antinecradtico

Mejorador de
biomarcadores

Protector
mitocondrial

Otros efectos

Captacién de los radicales libres
Regulacion los niveles de
enzimas antioxidantes e
incrementando actividades de
CAT, SOD, GSH y GPx

Regulacion de la expresion de
mMARN de citoquinas
proinflamatorias

Reduccion de los mediadores
de inflamacion COX-2, iNOS,
TNF-a, NQe.

Reduccion del indice de
apoptosis

Regulacion el incremento de
Bcl-2 y disminuye a Bax, p53,

Fas/FasL, Caspasas 3y 9.

Reducciéon de las dareas de

necrosis

Reduccién de los niveles
elevados de parametros
bioquimicos en suero e higado,
como ALT, AST, ALT, MDA, BILD-
T.

Prevencién de la disrupcion de
la mitocondria por la
acumulacién de Ca*?y reduce la
actividad de Ca*? ATPasa.

Regulacion de la biosintesis
primaria de acidos biliares
Regulacién del metabolismo de
lipidos

Regulacion de la permeabilidad
intestinal

Curcumina,
resveratrol,
quercetina,
silimarina,

naningerina

Resveratrol

Quercetina,
silimarina

Catequina vy
epicatequina

[-sitosterol,
acido cafeico,
acido galico,
quercetina

Kaempferol,
punicalina,
saponinas

Glucosa,
galactosa,
manosa, acido
galacturdnico
y taninos

Reyes-Gordillo et al., 2007;
Kasdallah_Grissa et al., 2006;
Granado-Serrano et al., 2012;
Muriel et al., 2005; Chtourou
etal., 2015.

Chavez et al., 2008.

Hernandez-Ortega et al.,
2012; Mata-Santos et al.,
2014.

Pérez-Vargas et al., 2016.

Porchezhian & Ansari, 2005.

Tang et al., 2006.

Chandan et al., 2007,
Sathaye et al., 2011.
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2.7. Género Croton

Las plantas medicinales juegan un papel importante en el manejo y tratamiento de las
enfermedades alrededor del mundo (Maroyi et al., 2017a), y las plantas del género Croton han
sido ampliamente utilizadas en la medicina tradicional para el tratamiento de diferentes
afecciones, como enfermedades gastrointestinales, cardiovasculares, infecciones virales,
sindrome metabdlico, heridas externas, fiebre, entre otras (Salatino et al., 2007). La Tabla 2

resume las aplicaciones de algunas especies del Género Croton (Ndunda, 2014).

Croton L. pertenece a la familia Euphorbiaceae, que comprende alrededor de 1200 especies
distribuidas en regiones tropicales y subtropicales del mundo. Sudamérica, el Caribe y México,
poseen la mayor diversidad de este género. Brasil tiene 350 especies (Lima & Pirani, 2008),
mientras que en México se encuentran alrededor de 126 especies, de las cuales 66 son endémicas
(Martinez et al., 2002). En el Estado de Hidalgo, a pesar de no ser una regién tropical o subtropical,
se han identificado taxondmicamente al menos 22 especies (Cervantes et al., 2001; Ndunda,

2014), entre éstas se incluye a C. draco, C. ehrenbergii, C. leucophyllus y C. hypoleucus.

n u

Croton hypoleucus Schltdl, conocido como “palo blanco”, “salvia” o “soliman liso”, es una especie
endémica de México (Cervantes et al., 2001), que se distribuye en bosques de Pino y Encino, asi
como en suelos yesosos, calcareos y calizos de los Estados de Coahuila, Tamaulipas, Nuevo Ledn,
Hidalgo, San Luis Potosi y Puebla (Cervantes et al., 2001; Martinez et al., 2002). Se compone de
arbustos monoicos que alcanzan una altura promedio de 1 m, con hojas alternas ovado-elipticas
a lanceoladas, nervadura pinnada, de 12 a 45 mm de largo, con haz labro o glabrescente y el envés
densamente lepidoto (Figura 8). Su fruto es una capsula, semillas cilindricas y comprimidas
(Gordillo, 2002). En la medicina tradicional las partes aéreas de Croton hypoleucus Schltdl son
utilizadas para elaborar una infusién que es ingerida para tratar el dolor estomacal y problemas
respiratorios. El extracto hexanico de las hojas y tallo posee actividad antibacteriana contra

algunas bacterias responsables de la enfermedad periodontal (Vargas, 2014).
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NOMBRE PARTE DE LA
ESPECIE COMUN PLANTA USO TRADICIONAL REFERENCIAS
C. arboreus Cascarillo Partes aéreas Para la inflamacion y el dolor. Aguilar & Rios, 2004
C. argyrophyllus kunth Velame Hojas y flores Influenza, afecciones del corazény Compagnone et al. 2010

tranquilizante.
C. bonplandianum baill.  Ban tulsi Planta entera Infecciones y enfermedades hepaticas. Burgos et al., 2015; Jaya
Santhi et al. 2014
C. cajucara Sacaca Corteza, talloy Diabetes y enfermedades estomacales. Silva et al. 2001;
hojas Nascimento et al. 2017

C. Californicus California Planta entera Reumatismo. Chavez etal., 1982
C. celtidifolius Sangue-de- Hojas y corteza Leucemia, Ulceras gastricas y reumatismo. Nardi et al., 2003

adave

C. conduplicatus

C. draco cham &
Schitdl.

C. eluteria

C. hypoleucus
C: lechleri

C. leptostachyus

Quebra faca

Sangregado

Cascarilla

Palo blanco

Sangre de
drago

Mosquero

Hojas y tallos

Latex, tallo

Corteza

Partes aéreas

Corteza y latex

Tallo y raiz

Influenza, inflamacién, indigestidn, analgésico.

Infecciones de la piel y la boca, dolores de
muela, acné, herpes, problemas
gastrointestinales.

Digestivo, regular la presion, prevenir
infecciones en la piel

Dolor

Prevenir infecciones en la piel y cicatrizantes.

Enfermedades relacionadas con hongos y
bacterias.

Cartaxo et al. 2010; De
Morais et al., 2015

Salatino et al., 2007

Vigor et al., 2001

Vargas, 2014.
Duke, 1994

Pardo et al., 2014
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NOMBRE PARTE DE LA
ESPECIE COMUN PLANTA USO TRADICIONAL REFERENCIAS
C. macrostachyus Spurge Tallos, raices y Diabetes, malaria, dolor abdominal, gonorrea, Giday et al., 2007
hojas hemorroides y enfermedades estomacales.
C. Malambo Palomatias Corteza Diabetes, diarrea, reumatismo, Ulcera gastricay Suarez et al., 2003
para el dolor
C. nepetaefolius marmeleiro Tallo y hojas Célicos intestinales e incrementar el apetito Lahlou et al., 2000
vermelh
C. oblongifolius Chucka Planta entera Hepatitis, fiebre, hipertension Ahmed et al., 2002
C. palanostigma Balsa-rana Corteza Ulcera gastrica e inflamacion intestinal Miller et al., 2000
C. schiedeanus Kaul pachi Hojas Hipertension Guerrero et al., 2001
Schitdlll
C. urucurana Sangre de agua Latex Dolor, inflamacidn y heridas Esmeraldino et al. 2005

C. zehntneri

Canela de cunha

Hojas y corteza

Sedante y estimulante de apetito

Digestién y depresion

Bracher et al. 2008
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Figura 8. Croton hypoleucus Schlitdl (Fuente propia).

Propiedades hepatoprotectoras de las especies del género Croton

Las especies del género Croton han reportado valiosas propiedades antioxidantes a partir del
estudio de sus extractos y aceites esenciales, por medio de los ensayos DPPH y ABTS, que tienen
la capacidad de evaluar la capacidad captadora o blogqueadora de radicales libres como una
medida de su potencial antioxidante (Da Silva Brito et al., 2018), asi como hepatoprotectoras a
través de diferentes modelos in vivo e in vitro que evallan la capacidad de promover mecanismos
enddgenos de defensa antioxidante contra los efectos adversos de los xenobidticos (Surendran

etal., 2011).

C. oblongifolius es una planta de origen hindld. Su corteza se emplea para tratar la fiebre e
inflamacion del higado. Comunmente, es aplicada en la region externa del higado para el
tratamiento de la hepatitis. La dosis de 200 mg/kg de extracto etandlico de C. oblongifolius mostré
un efecto hepatoprotector al conservar la integridad de las membranas de los hepatocitos,
reducir los niveles de AST, ALT y fosfatasa alcalina, y estabilizar los niveles de proteinas y

albuminas totales, en el suero de ratas con dafio hepatico inducido con 1.5 ml/kg de CCls, a
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diferencia del tratamiento control, que exhibid necrosis celular y altos niveles de AST, ALT y FAL.

El extracto etandlico de las partes aéreas poseen actividad hipotensiva (Ahmed et al., 2002).

C. Zehntneri, es una planta aromatica nativa del noreste de Brasil y es usada principalmente como
sedante, estimulante del apetito y en el alivio de malestares gastrointestinales. Estudios
farmacoldgicos confirman sus propiedades antinociceptivas, antihelminticas y larvicidas
(Camurca-Vasconcelos, 2007). En un modelo farmacoldgico probado por Lima et al. (2008) en
ratas con dafio hepatico inducido con paracetamol se observé que la dosis de 100 mg/kg de aceite
esencial de C. zehnteneri redujo los niveles de ALT y AST, lo que indica una estabilizacion de la
membrana y su reparacién tras el dano inducido en ratones suizos machos. El posible mecanismo
responsable de |la hepatoproteccidon fue la accién captadora de radicales libres de los compuestos
presentes en el aceite esencial, como el anetol (Figura 9), que a su vez que pudo inhibir la

peroxidacion lipidica de la membrana.

CH50 \

Figura 9. Estructura quimica del anetol.

CHj3

C. sparciflorus, sinébnimo de C. bonplandianum Baill es una planta hindu de produccién anual con
altura promedio de 60 cm. Esta planta produce un latex que es empleado en la medicina
tradicional para tratar las picaduras de avispas Las hojas se emplean para controlar la
hipertension y afecciones en la piel (Revathi & Parimelazhagan, 2010). La dosis de 200 mg/kg del
extracto metandlico de C. sparciflorus mostré efecto hepatoprotector al reducir los niveles séricos
de AST, ALT y FAL en un modelo de ratas con dafio hepatico inducido con dimetilnitrosamina, un
hepatocancerigeno que provoca hepatocarcinogénesis sin cirrosis a través del desarrollo de
lesiones preneopldsmicas. En este estudio la actividad hepatoprotectora se relacioné con los
fitoconstituyentes de tipo flavonoide, alcaloide y glucésidos presentes en el extracto (Jaya Santhi

etal., 2014).
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C. macrostachyus es una especie de Etiopia. Sus tallos y hojas se usan para tratar la diabetes,
malaria y dolor abdominal, entre otros (Giday et al., 2007). El extracto acuoso de sus hojas fue
evaluado por Yassab et al. (2016) para determinar su efecto hepatoprotector en un modelo
murino de dafio hepatico inducido por CCls. En este estudio dosis de 100, 200, 400 y 800 mg/kg
fueron probadas durante 16 dias, mientras que el dafio se produjo por dosis de 1mg/kg de CCl4
cada 72 horas. La dosis de 400 mg/kg mostro los mejores efectos al reducir la actividad de AST y
ALT en un 68.3 y 75%, respectivamente, en comparacion con el grupo CCls. La actividad
hepatoprotectora se atribuyd a la diversidad fitoquimica del extracto, compuesta principalmente
por flavonoides, triterpenos, alcaloides y taninos. El extracto metandlico de las hojas de C.
macrostachyus mostré actividad antioxidante con un valor de Clsp de 0.11 mg/ml, debido

principalmente a los compuestos flavonoides y fenoles (Teugwa et al., 2013).

En un estudio mas reciente, Dutta et al. (2018) evaluaron el efecto hepatoprotector de C.
bonplandianus Baill a través de un modelo murino con hepatotoxicidad inducida con CCls. Se
administraron dosis diarias de 50, 100 y 250 mg de extracto hidrometandlico empleando
Silimarina y CCls como control positivo y negativo, respectivamente. Los resultados demostraron
que el extracto hidrometandlico de C. bonplandianus tiene una alta capacidad captadora de
radicales libres. Los pardmetros bioquimicos que fueron sobre-expresados por CCls se
normalizaron con el extracto, y que la actividad hepaprotectora puede deberse a presencia de a-

amirina (Figura 10).

HO

Figura 10. Estructura quimica de la a-amirina.
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La fitoquimica del género Croton es considerablemente diversa, y la constituye una fuente
abundante de compuestos bioactivos, como flavonoides, diterpenos de tipo clerodano, alcaloides
como la taspina (Figura 11) (Salatino et al., 2007; Ndunda, 2014). Hasta la fecha se carecen de
estudios cientificos que muestren la relacién hepatoprotectora de las especies de Croton y sus

compuestos aislados.

I
C

Hs

Figura 11. Estructura quimica de la taspina.
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I11. JUSTIFICACION

Las enfermedades hepaticas constituyen un problema de salud mundial (Ladep et al., 2018), que
provocan aproximadamente 2 millones de muertes al afio, donde 1 millén se debe a
complicaciones de la cirrosis y el resto a hepatitis viral y hepatocarcinoma. El mayor porcentaje
de muertes se reporta en América latina y el Caribe, asi como en el medio este y norte de Africa

(Mokdad et al., 2014).

La cirrosis es actualmente la décimo primer causa de muerte en el mundo (Asrani et al., 2018). En
México, la mortalidad por cirrosis hepdtica se ha considerado un grave problema de salud publica.
El alcoholismo, la hepatitis viral e higado graso no alcohdlico son las principales causas de esta

enfermedad (Haga et al., 2015).

El INEGI (2018a) reportd 38,833 casos de defuncion por enfermedades hepaticas, consideradas
como la 42 causa de muerte, después de las enfermedades del corazén, diabetes mellitus y
tumores malignos. Los decesos se presentaron en personas con edades de 35 a 64 afios, y un 73%
los casos se trataban de varones. De las muertes reportadas, 14,176 casos (36.5%) se asociaron

al consumo excesivo de alcohol y el resto se divide entre otras enfermedades.

En Hidalgo, en 2017 se reportaron 1,440 casos de defuncion de personas con alguin padecimiento
hepatico, de los cuales el 31.2% presentd hepatitis (A, By C), el 30.5% cirrosis hepatica y el 38.3%
enfermedad hepatica alcohdlica (INEGI, 2018b).

A pesar de que existen avances en la medicina moderna, pocos farmacos protegen el higado
contra el dafo. La medicina tradicional complementaria ofrece una variedad de plantas que
pueden representar nuevas alternativas para el tratamiento de las enfermedades hepaticas (Rai
et al., 2015). Las especies del género Croton poseen compuestos de diversa naturaleza quimica,
como terpenos, flavonoides, fenoles, alcaloides y saponinas con actividades antioxidantes y

antiinflamatorias (Salatino et al., 2007) que podrian presentar un efecto hepatoprotector.

Por la relacidon taxondmica con especies del género Croton y su disponibilidad, el presente trabajo
propone a C. hypoleucus Schltdl como una planta medicinal con potencial antioxidante y

hepatoprotector.
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IV. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Evaluar la actividad antioxidante y hepatoprotectora del extracto etandlico de las partes aéreas

de C. hypoleucus Schltdl para su uso medicinal.

4.2. Objetivos especificos

Determinar la dosis letal media DLsp del extracto etandlico crudo de C. hypoleucus Schltdl en
ratas Wistar a través del ensayo de Lorke.

Determinar el efecto hepatoprotector del extracto crudo y las fracciones de C. hypoleucus
Schltdl en un modelo de dafo hepdtico inducido con tioacetamida (TAA) en ratas Wistar a
través de los pardmetros bioquimicos.

Evaluar la actividad antioxidante del extracto etandlico crudo de C. hypoleucus Schitdl
mediante los ensayos de FRAP y DPPH para estimar su capacidad inhibidora de radicales libres.
Evaluar el efecto del extracto crudo de C. hypoleucus Schltdl sobre los sistemas de defensa
antioxidante mediante el analisis de actividades enzimaticas, niveles de proteinas y expresién
génica para esclarecer el mecanismo de hepatoproteccion

Determinar el efecto del extracto crudo de C. hypoleucus Schltdl sobre el nivel TNF-a para
identificar procesos inflamatorios agudos.

Realizar el estudio fitoquimico del extracto crudo de C. hypoleucus para conocer la naturaleza
de los compuestos presentes.

Aislar e Identificar compuestos presentes en el extracto etandlico crudo de C. hypoleucus
Schltdl mediante métodos espectroscdpicos de RMN H y 3C para la elucidacién de las

estructuras moleculares.
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V. MATERIALES Y METODOS

Recoleccién del material vegetal

Las partes aéreas de Croton hypoleucus “Palo blanco” se colectaron en la comunidad de San Vidal
[20.116002, -98.305734], perteneciente al municipio de Tulancingo, en el Estado de Hidalgo. Un
ejemplar se identificé taxondmicamente por el M. en C. Manuel Gonzalez Ledezma del Centro de

Investigaciones Bioldgicas (CIB) de la UAEH, con el nUmero de Voucher DVMO1.

Una vez colectada, la planta se trasladé al drea de Farmacia en el Instituto de Ciencias de la Salud
(ICSa) de la UAEH, para su limpieza y secado a 20-25 °C en un ambiente protegido de la luz solar.
Para la limpieza, se retiraron aquellas especies colectadas accidentalmente y que no
corresponden al material botanico de estudio. A su vez, se separaron las flores y semillas. Las
partes aéreas de Croton hypoleucus se molieron utilizando un molino eléctrico para reducir el

tamafio de la particula y homogenizar la muestra, para su posterior maceracién con etanol.

Obtencion de extracto crudo

Las partes aéreas, secas y molidas de Croton hypoleucus se maceraron en etanol durante 2
semanas, en una relacion de 4 L de disolvente/500 g de muestra. Posteriormente, el macerado se
filtré y concentré en un rotavapor a presion reducida a una temperatura de 40 °C, para la
remocion del disolvente y obtencién del extracto crudo. El extracto fue almacenado en un frasco
de vidrio en un ambiente seco y protegido de la luz. Su rendimiento fue del 8 % en relacidén con

el peso seco de la planta.
Una vez que se obtuvo el EC, la investigacion se realizo en dos enféques (Figura 12):

A. Los estudios fitoquimicos en el EC

B. Los estudios farmacoldgicos
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EXTRACTO CRUDO (EC)

A. ESTUDIOS FITOQUIMICOS EN EC B. ESTUDIOS FARMACOLOGICOS

Perfil fitoquimico cualitativo (fenoles,

flavonoides, alcaloides, saponinas, Induccién del dafio hepatico con TAA
terpenoides, taninos, azucares

reductores y compuestos glicosilados)

DLsode EC Evaluacién de parametros bioquimicos  (ALT,
AST, FAL, BILD, BILT, GGT, ALB, PT, LDH)

Fraccionamiento de EC (Particidény

columna flash) Evaluacion de la actividad
antioxidante (DPPH y FRAP) Evaluacién in vitro del sistema antioxidante (SOD,
Cat, GSH, GSSG, GPx, GR, TBARS y Nrf2)

Aislamiento y purificacion de
compuestos

Expresion génica del sisterna antioxidante
(CuZnSOD, MnSOD, Cat, GPx, GRy Nrf2) e
inflamatorio (TNF-a)

Identificacion de compuestos aislados
(RMN 1H, 13C)

Figura 12. Diagrama general de la investigacidn experimental.
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A. ESTUDIOS FITOQUIMICOS EN EC

5.1. Perfil fitoquimico cualitativo

5.1.1. Ensayo para fenoles

Este ensayo se realizé siguiendo el método propuesto por Sofowora (1993). Para su efecto, 2 ml
de EC al 10% en etanol fueron mezclados con 3-4 gotas de cloruro férrico al 5% en agua. La
aparicion de un color verde-azul profundo derivado de la oxidacién de los compuestos fendlicos

a ortoquinonas indica la presencia de fenoles.

5.1.2. Ensayo para flavonoides

Se realizo siguiendo el método propuesto por Harborne (2005). Se mezclé 1 g de EC con 10 ml de
acetato de etilo. Luego se calentd a 40° C durante 5 minutos. El filtrado se mezclé con 1 ml de
amoniaco al 1%. A través de este ensayo los flavonoides reaccionan con el amoniaco para formar
quinoides en el anillo B, dando una coloracién amarilla que indica la presencia de flavonas,

flavonoides y xantonas.

5.1.3. Ensayo para terpenoides

Se realizd por los ensayos de Salkowski y Liebermann Burchard, siguiendo los protocolos de Igbal
et al. (2015). Para el primer ensayo, 1 g de EC se disolvié en 5 ml de cloroformo, seguido fue
filtrado. 1 ml del filtrado se mezclé con unas gotas de acido sulfurico concentrado. La aparicion
de un color amarillo-dorado indicé la presencia de terpenos. Para el ensayo de Liebermann
Burchard, empleado para la determinacion de esteroles, 1 ml del filtrado se mezclé con unas
gotas de 4cido acético anhidro. Luego fue llevado a ebullicién para inmediatamente ser enfriado,
y 0.5 ml de acido sulfurico fueron agregados. La presencia de un anillo café indicé la presencia de

esteroles.
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5.1.4. Test para saponinas

Siguiendo el protocolo propuesto por Tiwari et al. (2011), se mezclaron 2 gramos de extracto con
20 ml de agua destilada. La mezcla se llevd a ebullicion en bafio maria y se procedid a filtrar. 10
ml del filtrado se agitaron en un tubo graduado durante 15 minutos. La formacién de una capa
de 1 cm de espuma indicé la presencia de saponinas. En paralelo, 10 ml de filtrado se mezclaron
con 3 gotas de aceite de oliva y agitd vigorosamente para la formacidon de una emulsion, indicando

la presencia de saponinas.

5.1.5. Ensayo para taninos

Esta prueba se realizdé con el método de Kumar et al. (2007), donde 1 g de la fraccion metandlica
fue mezclada con 5 ml de cloruro férrico en metanol (10%). El desarrollo de un color azul en la

solucidn indicé la presencia de taninos.

5.1.6. Ensayo para alcaloides

Se realiz6 por el método propuesto por Harborne (2005). Para ello, 1 g de la fraccién metandlica
se mezcld con 5 ml de metanol y 5 ml de acido clorhidrico 2 N. 1 ml de filtrado se mezclé con 2
gotas de reactivo de Meyer (Apéndice). La formacién de un precipitado blanco-amarillo revela la
presencia de alcaloides. Como parte de un segundo ensayo, 1 ml del filtrado se traté con el
reactivo de Dragendroff (Apéndice). La formacidon de un precipitado rojo-marrén comprobd la

presencia de alcaloides.

5.1.7. Deteccion de azucares reductores

Se realizé a través de la prueba de Benedict. Para ello, 1 g de EC se disolvié en 5 ml de agua. El
filtrado se mezclé con 5 ml del reactivo de Benedict y fue calentado en un bafio maria a 50° C
durante 2 minutos. La presencia de un precipitado color rojo-anaranjado indica la presencia de

azUcares reductores (Jaradat et al., 2015).
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5.1.8. Ensayo de compuestos glicosilados.

De acuerdo con el método propuesto por Parekh & Chanda (2016). Se tomaron 2 ml de EC se
mezclé con 1 ml de acido acético anhidro, 1 ml de cloruro férrico al 10% y 1 ml de acido sulfurico
concentrado. La coloracidn verde-azul de la mezcla indicé la presencia de compuestos

glicosilados.

5.2. Fraccionamiento de EC
Para la exploracién fitoquimica y farmacoldgica, el extracto de EC fue fraccionado mediante 2
técnicas: particién por par de disolventes no miscibles y por particion flash (Figura 13). La

descripcion general de este proceso se muestra en la Figura 14.

Figura 13. Fraccionamiento de EC mediante las técnicas de
particién por pares no miscibles (a) y particién flash (b).
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| EXTRACTO CRUDO (EC) I

Particion flash

en silica gel y 20 g EC
presion de vacio

2 L Hexano

| 2 L Diclorometano

2 L Acetato de etilo

2 L Metanol
FAE
Lrm ]
R=56 %

R=19 %

Fraccionamiento en
columna abierta (CCA)

Purificacion en cromatografia de placa fina
preparativa (CCFP)

Identificacion de compuestos por
RMN Hy 13C

Figura 14. Diagrama general de la particion de EC (FH: fraccién hexanica; FD: fraccion en
diclorometano; AE: fraccidn en acetato de etilo; FM: fraccién metandlica; R: rendimiento).
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5.2.1. Particion por par de disolventes no miscibles

También conocida como extraccién liquido-liquido. Una muestra de 10 g de EC se suspendié en
30 ml de una solucidn metanol: agua (1:9). Se vertié en un embudo de separacion y se realizé la
primera particiéon con 100 ml de cloroformo por tres ocasiones, para obtener 2 fracciones: la
fraccion acuosa 1 (FAC1) y la fraccién cloroférmica (FCL). La fraccidn FAC; se llevd a una segunda
particion, en esta ocasién con 100 ml de acetato de etilo por tres ocasiones para obtener asi la
fraccion de acetato de etilo (FAE) y la fraccién acuosa residual (FAC;). Las tres fracciones (FCL FAE
y FAC) se concentraron para eliminar el disolvente en un rotavapor a presién reducida y una

temperatura de 40 °C. Estas fracciones fueron utilizadas en los estudios farmacolégicos.

5.2.2. Particion flash

En embudo biichner de vidrio de 15 cm de diametro y capacidad de 1000 ml se empacaron 200 g
de silica gel 60. En la parte superior se colocaron 10 g de EC. El embudo, conectado a un matraz
Kitasato y éste a su vez a una bomba de vacio, fue eluido con 1 L de cada uno de los disolventes
hexano, diclorometano, acetato de etilo y metanol en polaridad ascendente hasta la completa
extraccion de cada fraccidn. Al finalizar las fracciones en hexano (FH), diclorometano (FD), acetato
de etilo (FAE) y metanol (FM) fueron concentradas por separado en un rotavapor a 40°Cy presion
reducida. Estas fracciones fueron utilizadas para el aislamiento de compuestos por medio de

cromatografia en columna y Cromatografia en capa fina preparativa.

5.2.3. Cromatografia en columna

Tanto EC como sus fracciones FD y FAE provenientes de la particion flash fueron llevadas a un
fraccionamiento secundario en columnas sucesivas para la separacion de compuestos, como se

explica a continuacion:

Columna cromatogrdfica para FD
Una muestra de 3.6 g de FD se colocd en una columna cromatografica de 25mm x 40 cm,
empleando silica gel 60 como fase estacionaria y mezclas de hexano: diclorometano (6:4) como

fase maévil. Se obtuvieron 64 fracciones de 15 ml, las cuales fueron agrupadas de acuerdo con su
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similitud cromatografica empleando técnicas de cromatografia de capa fina, con un sistema de
elucion de hexano: acetato de etilo (7:3) una lampara de luz UV (Cole Parmer, E. U) y una solucidn
de acido sulfurico 10% en etanol, como revelador quimico. Las fracciones fueron nombradas FD-

1 a FD-64.

Columna cromatogrdfica para FAE

Una muestra de 10 g de FAE se colocd en una columna de vidrio de 120 mm x60 cm, empleando
150 g de silica gel 60 como fase estacionaria, y como fase mévil, mezclas de hexano, hexano:
acetato de etilo (95:05; 90:10; 80:20; 70:30; 60:40; 50:50; 40:50; 30:60; 20:80; 10:90), acetato de
etilo, acetato de etilo: metanol (90:10; 80:20; 70:30; 60:40; 50:50) para obtener 40 fracciones de
100 ml cada una, llamadas FAE1 a FAE40. Estas fueron concentradas en un rotavapor a presién

reducida y temperatura de 40 °C.

La fraccion FAE12 (2.5 g) se llevd a un fraccionamiento secundario en una columna de silica gel
60 y mezclas de mezclas de hexano: acetato de etilo (95:05; 90:10; 80:20; 70:30; 60:40; 50:50;
40:50; 30:60; 20:80; 10:90) como fase mavil. Se obtuvieron 166 fracciones de 40 mL que fueron
reagrupadas de acuerdo con su similitud de compuestos empleado la cromatografia de capa fina,
un sistema de elucién de hexano: acetato de etilo (90:10) y una solucién de acido sulfurico:
vainillina como revelador, y asi obtener 66 fracciones que fueron nombradas FAE-12-01 a FAE-12-

66.

5.3. Aislamiento y purificacion de compuestos

La purificacion de los compuestos se realizé a través de cromatografia en capa fina preparativa
(CCFP) empleando cromatofolios de vidrio recubiertos con silica gel preparativa de 5 mm de
espesor (Dynamic Absorbent INc, E. U), diferentes fases méviles y una cdmara de elucién de vidrio

de 30x9.8x25cm.

5.3.1. Purificacion de compuestos presentes en FD

A partir de la cromatografia en columna abierta, las fracciones FD-48 (75 mg) y FD-56 (110 mg)
fueron purificadas por CCFP con un sistema de hexano: diclorometano (6:4) para obtenerse dos

compuestos blanco-amarillentos de apariencia oleosa, que al reaccionar con acido sulfurico
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revelaron manchas de color amarillo-café. El rendimiento fue de 21 y 35 mg para FD-48 y FD-56,

respectivamente.

5.3.2. Purificacion de compuestos presentes en FAE

Una vez realizada la cromatografia en columna abierta de FAE-12, se obtuvieron dos fracciones
de interés: FAE-12-40 (16 mg) y FAE-12-60 (13 mg), con forma de agujas y cristales,
respectivamente. Su purificacion se realizd por separado en CCFP y empleando sistemas de
elucion de diclorometano: acetona (5:1). Los compuestos aislados se revelaron con una solucidn
de acido sulfarico: vainillina que produjo manchas de color lila para FAE 12-40, asi como verde-

azul para FAE-12-60.

5.4. Identificacion de compuestos aislados

La identificacién de los compuestos puros se realizd por Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de
300 (Advance Il, Bruker, Espafia) y 400 MHz (Advance llI, Brucker, Espafia), para *H, y de 100 MHz
(Advance I, Bruker, Espafia) para 3C. Los espectros se obtuvieron utilizando CDCl3 y CD30D
(Sigma-Aldrich, Alemania) como disolventes. La elucidacién estructural se realizdé por analisis de
los desplazamientos quimicos empleando el programa MestRenova v9.0 y por comparacién con

la bibliografia.
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B. ESTUDIOS FARMACOLOGICOS

Animales de experimentacion

Se emplearon ratas macho cepa Wistar de 7 semanas de edad y un peso de 180-200 g,
provenientes del Bioterio de la UAEH bajo la aprobacién del Comité Institucional Etico para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CIECUAL) de acuerdo con los lineamientos de la NOM-
062-Z00-1999 (SENASICA,1999). Para su manejo, las ratas fueron acondicionadas en cajas de
polipropileno y mantenidas en condiciones ambientales controladas, con ciclos de 12 horas de
luz y una temperatura promedio de 22 °C, por un periodo de adaptacion de 7 dias. Se alimentaron
con pellet comercial y agua ad libitum. El manejo de los residuos peligrosos bioldgico-infecciosos

(RPBI) se realizé de acuerdo con la NOM-087-ECOL-SSA1-2002 (SSA, 2002).

5.5. Dosis letal media (DLso)

El ensayo de toxicidad aguda se realizé mediante el método de Dietrich Lorke (Lorke, 1983). Se
emplearon ratas macho Wistar que se mantuvieron en un ayuno de 12 horas. Se formaron 2 lotes
con 12 animales cada uno. Al lote 1 se trataron 12 animales con EC a diferentes dosis (10, 100 y
100 mg/kg de peso) por via intragastrica (IG), manteniendo un grupo control administrado con el
vehiculo (Tween 80 al 1%). A partir del dia de la administracion de los extractos y durante 14 dias,
se les mantuvo en observacién y se les pesé a diario, para identificar posibles cambios en su
comportamiento, ganancia de peso o posibles efectos adversos. Los animales que sobrevivieron
durante el periodo de observacidn se sacrificaron, y sus d&rganos se observaron
macroscopicamente, en comparacioén al grupo control. De acuerdo con los resultados obtenidos
en esta primera fase, para el segundo lote se seleccionaron las dosis mas altas (1600, 2800 y 5000

mg/ kg), con el mismo procedimiento de trabajo.

5.6. Evaluacion de la actividad antioxidante de EC

5.6.1. DPPH (2,2-difenilpicrilhidrazilo)

El método de DPPH (Brand- Williams et al., 1995) consiste en hacer reaccionar el extracto con el

radical DPPH (2,2-difenilpicrilhidrazilo) en solucion de metanol. Las moléculas antioxidantes
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presentes en el extracto de prueba, cuando se incuban, reaccionan con el radical 2,2-difenil-1-
picrilhidracilo (DPPH) y lo convierte en 2,2-difenil-1-pricril hidrazina, de color amarillo. El nivel de
de descoloracién del purpura al amarillo es medido a 571 nm, como una medida del potencial

antioxidante del extracto de la planta.

Con el fin de establecer la relacién entre la concentracién de EC y el % de inhibicién de DPPH, a
partir de una solucién de 50 mg de EC/ml metanol se preparararon diluciones de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8
y 1 mg/ml, los cuales, por separado se tomaron 100 pL que se colocaron en una charola de
micropozos e hicieron reaccionar con 2.9 ml de reactivo DPPH (3.9 mg/ 100 ml en metanol). Se
mezclaron perfectamente y dejaron incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Seguido, la charola fue llevada a un espectrofotémetro para leer su absorbancia a 517 nm,

empleando como blanco metanol al 80 % (v/v).

Se preparo una curva de calibracion de trolox de 10 a 100 uM/ml, que fue utilizadapara comparar
la habilidad de EC para bloquear la accién del radical DPPH, mientras que el porcentaje de

inhibicion se calculé como se muestra en la ecuacion 1:

o Abs Control — Abs EC (1)
% inhibicion = Abs Control x 100

Donde Abs control corresponde a las unidades de absorbancia del radical DPPH en metanol; Abs
EC es la absorbancia de EC. Mientras que la concentracion inhibitoria media (Clso) es la cantidad
de extracto requerida para descender la absorbancia de DPPH en un 50 %. Esta Ultima se expresé

en mg eq trolox/ml.

5.6.2. Ensayo de FRAP

El ensayo de FRAP (Benzie y Strain, 1996) evalua la capacidad antioxidante de una muestra de
acuerdo con su capacidad para reducir el ion férrico (Fe*3) presente en un complejo con la 2,4,6-
tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) hasta la forma ferrosa (Fe*?) a una absorbancia de 593 nm. Para la
preparacion del reactivo de FRAP se mezclaron 25 ml de buffer acetato 0.1 M (pH 3.6), 2.5 ml de
TPTZ (10 mM en HCl 40 mM) y 2.5 ml de FeCls.6H,0 (20 mM en agua). La solucidon se conservé a

37 °C y en oscuridad. Para el ensayo, 30 pL de una solucién metandlica de EC (10 mg/ ml) fue
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mezclada con 90 ulL de agua destilada y 900 uL de reactivo de FRAP. Se mantuvo la mezcla a 37
°C, e inmediatamente se comenzé la lectura de las muestras en un espectrofotémetro durante
30 minutos con intervalos de 5 minutos a 590 nm. La determinacidn de la actividad antioxidante
se realizé con una curva de calibracién (solucién de 200-1000 uM de FeS04.7H,0) en lugar de
extracto. Los ensayos ser realizaron por triplicado y los resultados se expresaron como uM Fe/mg

extracto crudo.

5.7. Induccion del daio hepatico con TAA

5.7.1. Preparacion de las fracciones de EC

Las fracciones de EC destinadas para el estudio farmacolégico se obtuvieron a través de una
particidn por par de disolventes no miscibles. Para su efecto, 10 g de EC fueron mezclados con 60
ml de una solucidon metanol: agua (1:9) en un embudo de separacién. Se hicieron 3 lavados con
200 ml de cloroformo para asi obtener la fraccion cloroférmica (FCL) y la fraccion acuosa 1 (FAC;).
Esta Ultima se lavé tres veces con 200 ml de acetato de etilo para rendir una fraccién acuosa 2
(FAC,) y la fraccidn acetato de etilo (FAE). Las fracciones FCL, FAE y FAC; tuvieron un rendimiento

del 33, 48 y 19%, respectivamente.

5.7.2. Animales de experimentacion

Ratas macho Wistar se dividieron en 7 grupos de experimentacion (Tabla 3): El grupo 1 (Control)
y 2 (TAA) (Sigma-Aldrich, Suiza) recibieron una 1 ml de Tween 80 al 1% v/v (IG) durante 4 dias. Al
mismo tiempo, el grupo 3 (EC) y 4 (EC+TAA) fueron administrados con 300 mg/kg/dia de EC
disuelto en solucién de Tween 80 al 1%, y los grupos 5 (FCL+TAA), 6 (FAE+TAA) y 7 (FAC+TAA) una
administracién (IG) de 100 mg/kg de FCL, FAE y FAC disueltos en solucion de Tween 80 al 1%,
respectivamente. En el cuarto dia, los grupos 2, 4, 5, 6 y 7 recibieron una dosis Unica de 400 mg
TAA/ kg disuelto en 1 ml de NaCl al 9% por via intraperitoneal (IP). A las 24 horas de administracion
de TAA, todos los animales fueron sedados con 50 mg de pentobarbital /kg (Pisa, México) (IP)

para su sacrificio.
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Con un bisturi, se realizé una apertura de la cavidad abdominal. Por medio de puncién de vena
porta de cada animal se extrajeron aproximadamente 5 ml de sangre. Esta fue colocada en tubos
heparinizados y centrifugada a 4000 rpm, 10 °C, 15 min. El suero fue separado cuidadosamente y
colocado en tubos eppendorf de 1.5 ml, posteriormente congelados a -80 °C hasta su uso. Con
ayuda de unas pinzas, el higado de cada animal fue removido y enjuagado con una solucién salina
0.9%. Se secciond en 4 partes que fueron empacadas en papel aluminio y bolsas de polietileno de

baja densidad para su almacenamiento a -80 °C hasta su uso.

Tabla 3. Grupos de experimentacién del modelo de dafio hepatico inducido con TAA.

Grupo Administracion
DeOa72h 80 h 96 h
Tiempo (cada 24 h)
1. Control 1 ml Tween 80 al 1% /dia
2. TAA 1 ml Tween 80 al 1% /dia 400 mg TAA/kg
3. EC 300 mg EC/kg/dia

Anestesia de todos los
4. EC+TAA 300 mg EC/kg/dia 400 mg TAA/kg ~ animales
50 mg Pentobarbital /kg

5. FCL+TAA 100 mg FCL/ kg/dia 400 mg TAA/kg
6. FAE+TAA 100 mg FAE/ kg/dia 400 mg TAA/kg
7. FAC+ TAA 100 mg FAC/ kg/dia 400 mg TAA/kg

5.8. Evaluacion de los parametros bioquimicos

La actividad hepatoprotectora de EC y FAE, FCL y FAC fueron medidos través de marcadores
bioquimicos. La determinacién cuantitativa de las enzimas Alanina aminotransferasa (ALT),
Aspartato aminotransferasa (AST), Fosfatasa alcalina (FAL), Gamma glutamil transpeptidasa (GGT)

y Lactado deshidrogenasa (LDH), asi como de Bilirrubina directa (BILD), bilirrubina total (BILT),
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Proteinas totales (PT) y Albumina (ALB) se realizé a través de un equipo analizador de quimica

AU-680 (Beckman Coulter, Suiza).

5.8.1. Alanina aminotransferasa (ALT)

La determinacién cuantitativa de ALT se realizd por la disminucién de la absorbancia a 340 nm y
25 °C, producida por la oxidacién de NADH a NAD+ mientras que la reduccidn de piruvato a lactato
es catalizada por la enzima lactato deshidrogenasa (Murray, 1984). Los resultados se expresaron

como U/L

5.8.2. Aspartato aminotransferasa (AST)

La actividad de AST fue medida por la disminucién en la absorbancia a 340 nmy 25 °C producido
por la oxidacion de NADH a NAD+ con la reaccidn paralela de la reduccion de oxalato en malato

por malato deshidrogenasa (Rej & Horder, 1984). Los resultados se expresaron en U/L

5.8.3. Fosfatasa alcalina (FAL)

La determinacion de FAL se realizd a través de la hidrdlisis de p-nitrofenilfosfato (pNPP) que
produce fosfato y p-nitrofenol a pH alcalino y medido a 405 nm. La produccién de p-nitrofenolato
es directamente proporcional a la actividad enzimatica de la muestra (Bessey et al., 1946). Los

resultados se expresaron como U/L.

5.8.4. Gamma glutamil transpeptidasa (GGT)

GGT fue analizada por el cambio de absorbancia a 410 y 480 nm debido a la formacién de 5-
amino-2-nitrobenzoato, un producto de la transferencia del grupo glutamil desde el sustrato
donador Gamma-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida hacia el receptor glicilglicina por accion de GGT

(Theodorsen & Stromme, 1976). Los resultados se expresaron como U/L.
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5.8.5. Lactato deshidrogenasa (LDH)

La actividad catalitica de LDH se determiné por medio de la formacién de NAD+ desde la oxidacion
de NADH en pH alcalino, a 340 nmy 37 °C (Vanderlinde, 1985). Los resultados se expresaron como

U/L.

5.8.6. Bilirrubina directa (BILD)

La evaluacion de BILD se realizd por medio de la produccién de azobilirrubin desde la reaccién de
bilirrubina con 4cido sulfanilico diazotizado y medido fotocolorimétricamente a 530 nm

(Martinek, 1966). Los resultados se expresaron como mg/dl.

5.8.7. Proteinas totales

Los niveles de proteinas totales se evaluaron por medio de la reaccion de Biuret (Gornall et al.,
1949) que se basa en la formacidon de un complejo coloreado entre Cu?* y los grupos NH de los
enlaces peptidicos en un medio bdsico, donde la intensidad de coloracidon fue directamente
proporcional a la cantidad de proteinas a 540 nm (Buxbaum, 2015). Los resultados se expresaron

en g/dl.

5.8.8. Albumina

La determinacidn de albumina se realiza por medio de la combinacién de esta proteina con el
verde de bromocresol a pH 3.6, produciéndose un cambio de color del indicador, de amarillo
verdoso a verde azulado, proporcional a la concentracidn de albumina presente y medido a 630

nm (Doumas et al., 1974). Los resultados se expresaron como g/dl.

5.9. Evaluacion in vitro del sistema antioxidante
La evaluacion del sistema antioxidante se realizé a través de ensayos in vitro y la expresién génica
de las enzimas y proteinas del sistema de defensa antioxidante. Para la evaluacidn in vitro, el

extracto enzimatico se prepard como se describe a continuacion:

Una muestra de 100 mg de tejido se homogenizo en buffer EDTA-fosfato (EDTA 0.005 M y fosfato

de sodio a 0.1 M, pH 8) en una relacion de 100 mg/ml. Se le adiciond 10 pL de acido perclérico
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(16 mM) en metanol: agua (1:1) con agitacion durante 30 segundos, en un homogenizador de
tejidos. Luego, la mezcla fue centrifugada a 10000 rpm por 10 minutos a 4° C para la recuperacion
de la fraccidn proteica del sobrenadante (FPS). Esta Ultima se empled para la determinacion de

los parametros in vitro.

Para la determinacién de la actividad in vitro del sistema de defensa antioxidante se estimé el
contenido de proteina por el método Bradford (1976). El método se basa en la unién especifica
del colorante azul de Coomassie a los residuos de aminodcidos de las proteinas produciendo una
absorbancia maxima a 595 nm, mientras que el colorante libre posee una absorbancia maxima a
470 nm. Para su determinacion, una solucion de azul de Coomassie fue preparada (4.7% en etanol

y 8.5% en 4cido fosférico).

Una muestra de 100 pL de FPS (10 pg/ml) fue mezclada con 1 ml de azul de Coomassie y mezclado
en un voértex. La absorbancia fue medida en un espectrofotémetro a 595 nm después de 15
minutos de incubacion a medio ambiente. Como blanco, 100 uL de buffer fosfato y 1 ml de azul
de Coomassie fueron utilizados. La curva de calibracién se realizé con albumina bovina (10 a 100

uL) mezclada con 1 ml de azul de Coomassie bajo las mismas condiciones de las muestras.

5.9.1. Superdxido dismutasa (SOD)

La actividad de SOD se determind usando el reactivo de Nitroazul de tetrazolio (NBT) de acuerdo
con el método de Neha & Mishra (2011), con modificaciones. Este método se basa en la
generacion del anidn Oy por autooxidacién del clorhidrato de hidroxilamina (CH). En el medio de
reaccion el NBT es reducido a nitrito. El nitrito en presencia de EDTA formando un complejo
coloreado. En una placa de 96 pocillos se hicieron reaccionar en el siguiente orden: 50 uL de buffer
fosfato (50mM, pH 7.4), 20 uL de EDTA (1mM), 5 uL de clorhidrato de hidroxilamina (34.8 mg/10
ml de agua), 20uL de nitroazul de tetrazolio 96 mM (7.8 mg/ml en agua) y 150 L de extracto
enzimatico. Enseguida se hizo la lectura de su absorbancia a 560 nm. Los resultados se expresaron

en Ul/mg de proteina.
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5.9.2. Catalasa (Cat)

La actividad de Cat fue medida de acuerdo con el método descrito por Aebi (1984) con
modificaciones, usando H,0,. En este ensayo la descomposicién de H;0, es seguida por un
decremento en la absorbancia a de 260 nm. Para ello, en una cubeta de cuarzo se mezclaron 100
uL de extracto enzimatico (diluido 1:10) con 900 pL de perdxido de hidrégeno. Como blanco, se
utilizé una solucion de 1000 puL de buffer fosfato con pH 7. Las muestras se analizaron en un
espectrofotdémetro a 260 nm cada 30 segundos durante 10 minutos a 37 °C al afiadir la muestra.

Los resultados se expresan en Ul/mg de proteina.

5.9.3. GSH y GSSG

Estos ensayos se realizaron de acuerdo con Hissin & Hilf (1976) utilizando como sonda
fluorescente el o-ftaldehido (OPT). GSH y GSSG forman un compuesto fluorescente con el OPT
que se mide a las longitudes de onda de excitacion de 350 nm y de emisién de 420 nm en pH
o6ptimo de 8 y 12 para GSH y GSSG, respectivamente. A pH mayor de 8 el GSH se transforma en

GSSG, por lo que es necesario bloquear la forma reducida con N-etilmaleimida (NEM).

Para la determinacién de GSH, se mezclé 100 pL de la FPS con 1.8 ml de EDTA- fosfato a pH de 8.0
y 100 pl de solucion de OPT (1% en metanol). La mezcla se incubé durante 15 minutos para
medirse la flourescencia a 350 y 420 nm (Modelo LS50, Perkin-Elmer, Reino Unido). En el caso de
GSSG, a 100 pL de FPS se agregaron 40 pL de NEM para bloquear a GSH. Se incub6 30 minutos a
temperatura ambiente y se agregé NaOH (0.1N) para alcalinizar el medio. Posteriormente, se
afiadieron 100 pL de OPT (1% en metanol). La fluorescencia se midié bajo las mismas condiciones
gue GSH. Las concentraciones se calcularon mediante curvas de calibrado a concentraciones

conocidas de GSH y GSSG. Los resultados se expresaron como ug de glutation/mg de proteina.

5.9.4. Glutation reductasa (GR)

La cuantificacién de GR se realizé por el método propuesto por Staal et al. (1969), basado en
monitorear la oxidacion de NADPH junto con la reduccion de GSSG, donde NADPH absorbe a 340

nm y su oxidacién se refleja por el descenso de la absorbancia a esta longitud de onda. La
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presencia de GR en la muestra incrementa la oxidacién de NADPH (Mannervik, 2001). En una
placa de 96 pocillos se procedié a mezclar en orden: 40 pL de buffer fosfato de potasio 50 mM,
pH 7; 20 pL EDTA 20 mM, 20 pL NADPH (2mg/ml buffer fosfato de potasio), 20 uL GSSG 5mM vy
100 pL FPS. Seguido, se llevd a un espectrofotometro para leer su absorbancia cada minuto

durante 10 minutos a 340 nm. Los resultados se expresaron en Ul/mg proteina.

5.9.5. Glutation peroxidasa (GPx)

La cuantificacién de GPx se realizo siguiendo el método propuesto por Wilson et al. (1989), que
usa H,0, como sustrato en presencia de GSH. En la reaccion, GR es usada para reducir GSSG con
NADHP como cofactor. El descenso de NADPH a 366 nm es proporcional a la actividad de GPx. En
una placa de 96 pocillos se mezclaron en orden: 100 pL de buffer fosfato de potasio 50 mM a pH
7, 20 pL de FPS, 0.048 U de GR y 20 pL GSH 10 mM. Se incubd 5 minutos. Seguido se agregaron
20 puL NADPH (2mg/ml en buffer) y 20 pL H,02 63.5 mM. La bandeja de pocillos fue llevada a un
espectrofotdmetro para realizar la lectura a 366 nm cada 10 minutos. Los resultados se

expresaron en Ul/mg proteina.

5.9.6. Reaccion del acido tiobarbiturico (TBARS)

La estimacion de la proteccidon oxidativa de los lipidos del extracto fue medida través del ensayo
de malonaldehido-acido tiobarbiturico. En los sistemas bioldgicos, la peroxidaciéon genera un
numero de productos como el malonaldehido, el cual ha sido utilizado como un marcador del
estrés oxidativo. Para ello, se mezclaron 50 mg de tejido con 1 ml buffer fosfato 50 mM, pH 7.4.
La mezcla se sonicd durante 10 segundos y luego se centrifugd a 5100 rpm y 4 °C durante 20
minutos. Del sobrenadante, 140 pL se mezclaron con 100 uL de acido fosforico 1%, 33 uL de
butilhidroxitolueno (BHT) 0.01% y 300 pL de 2-acido tiobarbiturico al 6%. Se incubd a 100 °C
durante 45 minutos antes de agregar 1.4 ml de alcohol butilico como aclarante. Se realizé una
segunda centrifugacién a 5000 rpm, durante 5 minutos. La absorbancia de la fase organica fue
medida en un espectrofotémetro a 535 nm, siguiendo el protocolo propuesto por Mihara &

Uchiyama (1978).
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Para la cuantificacion, 16.5 pL de MDA se mezclaron con 10 ml de acido sulfurico 1%. La mezcla
se incubd durante 2. Se tomaron 200 pL y se diluyeron con 50 mL de agua milliQ hasta una
concentracion de 40 pM. Esta solucidn se empled para la construccién de la curva patrén (0-20
ng/ml) siguiendo los pasos descritos, sustituyendo la FPS con la soluciéon de MDA. Los resultados

se expresaron en ng MDA/ug proteina.

5.10. Expresion génica del sistema antioxidante y antiinflamatorio

5.10.1. Extraccion del ARN

La extraccion del ARN se realizo siguiendo el trabajo realizado por Santos-Lépez et al. (2016). Una
muestra de 100 mg de tejido hepatico fue homogenizada con 1 ml del reactivo TRI-reagent®
(Tiocianato de guanidinio- fenol) (Sigma-Aldrich, Alemania) para la extraccién del ARN. Se
centrifugd a 14000 rpm y 4°C durante 10 minutos para remover el material insoluble como
membranas extracelulares, polisacaridos y ADN de alto peso molecular. El sobrenadante, rico en
ARN y proteinas fue transferido a un tubo eppendorf estéril y tratado con el kit DNase | RNasefree
para eliminar posibles contaminaciones con DNA gendmico. Luego se dejé reposar durante 5
minutos a temperatura ambiente para conseguir la completa disociacion de los complejos
nucleprotéicos. Se afiadieron 200 pL de cloroformo y se agitd el tubo durante 15 segundos. Se
reposo nuevamente 3 minutos y volvid a centrifugar a 14000 rpm y 4°C durante 15 minutos. Del
tubo, se tomé la fase superior acuosa que contiene el ARN y se pasé a otro tubo eppendorf. Se le
adiciond 50 pL de isopropanol para la precipitaciéon del ARN y se agité durante 15 segundos. Se
dejo reposar durante 10 minutos mas a temperatura ambiente y luego se centrifugd a 14000 rpm
y 4 °C durante 10 minutos. Finalmente, el lavado del ARN se realizé con 100 uL de etanol al 75%.
Se centrifugd a 8750 rpm y 4 °C durante 5 minutos. Se elimind el sobrenadante y el pellet se
resuspendid en agua milli Q libre de ARNasas para la determinacion de su pureza y evaluacién de
la actividad antioxidante del sistema de defensa enddgeno.

La cantidad y pureza del ARN extraido se determind mediante la medida de la absorbancia a 260,

280y 310 nm y mediante electroforesis en gel de agarosa (Bio Rad, E. U) al 1%.
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5.10.2. Amplificacion del ADN

La amplificaciéon del ADN se realizé a través de la gqRT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase
Chain Reaction; Transcripcidn Reversa - Reaccion en Cadena de la Polimerasa), que amplifica una
pequefia cantidad de moléculas diana de ARN (tanto mARN como ARN total) con gran
especificidad, mediante la transcripcion reversa del ARN a ADN complementario (cCADN), que es
posteriormente amplificado. Para realizar este analisis se utilizd el Kit “NZY QPCR 2X mastermix”
(Nzytec, Portugal) que comprende una mezcla ordenada de: 10pL del mastermix (buffer, cloruro
de magnesio, Taq polimerasa y nucleétidos), 10 uM del primer sentido, 10 yM del primer
antisentido, hasta 8.2 yM de ARN purificado y agua libre de nucleasas para ajustar a un volumen
final de 20 pL. Esta mezcla se centrifugd 30 segundos a 2500 rpm para su amplificacién en un

termociclador (Lightcycler 1.5, Roche, Suiza).

Los parametros de PCR fueron: preincubacion a 95 °C durante 10 minutos, seguido por 45 ciclos
de desnaturalizacién a 95 °C por 10 s, una temperatura de alineamiento de los oligonucleétidos
de 60 °C, extensidon a 72 °C durante 15 s y enfriamiento a 40 °C por 30 s. Las secuencias de los

oligonucleétidos se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Secuencia de oligonucleétidos utilizados en gRT-PCR.

PRIMER SECUENCIA
[B-actina sentido: 5 CGGTCAGGTCATCACTATCGG-3’ antisentido: 5’ TCCATACCCAGGAAGGAAGGC-3’
Cat sentido: 5" ATCAGGGATGCCATGTTGTT-3'. antisentido: 5 GGGTCCTTCAGGTGAGTTTG-3’
MnSOD sentido: 5" ACTGAAGTTCAATGGCGGG-3'. antisentido: 5 TCCCAGCAACTCTCCTTTGGG-3’
CuzZnSOD sentido: 5 CTTCGAGCAGAAGGCAAGCG-3’ antisentido: 5° GACATGGAACCCATGCTTCGC-3’
GR sentido: 5" GGTTGGACTATGATGACAACATCCC-3" antisentido: 5" GCTTCATCTTCAGTGAGCCC-3’
GPx sentido: 5" AGTTCGGACATCAGGAGAATGGCA 3’ antisentido: 5" TCACCATTCACCTCGCACTTCTCA 3’
Nrf2 sentido: 5’ TTGTAGATGACCARGAGTGC 3 antisentido: 5"GAGCTARGCAGRGARGAGCC 3’
TNF-ou sentido: 5" TGGCCCAGACCCTCACACTC 3'. Antisentido: 5’CTCCTGGTATGAAATGGCAAATC 3’
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La cuantificacidn relativa del mARN de los distintos genes se realizé monitoreando la reaccidn de
polimerizacién en un termociclador acoplado a un detector de fluorescencia LightCycler Real Time

PCR Detection, utilizando como marcador la sonda fluorescente SYBR®Green.

Los niveles de expresidn génica fueron normalizados respecto a los valores del control enddgeno
B-actina y los resultados se expresaron en funcidn a los valores del ciclo umbral o de thresold (Ct)
relativizados al control utilizando el método del 222%, Los pardmetros de PCR utilizados fueron
los siguientes: preincubacidon a 95°C durante 10 min, seguido por 45 ciclos que constan de
desnaturalizacidn 10 segundos a 95°C, hibridacidn con una temperatura de anillamiento de entre
55y 70°C dependiendo del oligonucleétido, y extensidon 15 segundos a 72°C, seguido finalmente

de un ciclo de enfriamiento a 40°C durante 30 segundos.

5.11. Analisis Estadistico

Los ensayos contemplados en la presente tesis se realizaron por triplicado. Las diferencias
significativas entre los grupos (EC, EC+TAA, TAAy CT) fueron calculados por un andlisis de varianza
(ANOVA) de una via con el programa estadistico STATGRAPHICS Centurion versiéon XVILII
(Statistical Graphics Corporation, Inc., Rockville, MD). Una prueba de Tuckey fue empleada para

identificar la diferencia entre los grupos (P < 0.05).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

A. ESTUDIOS FITOQUIMICOS EN EC

6.1. Perfil fitoquimico de EC
En el estudio de productos naturales, el tamizaje fitoquimico de las plantas y sus extractos es una
herramienta Util para determinar el tipo de compuestos, la calidad de las especies de plantas, asi

como definir su potencial como fuente de compuestos bioactivos (Zhao et al., 2013).

El perfil fitoquimico de EC mostro la presencia de compuestos terpenoides (esteroles, saponinas),
fenoles (flavonoides, taninos), alcaloides y azucares reductores (Tabla 5), lo cual coincide con lo
reportado previamente en los extractos acuoso-metandlicos de C. bonplandianus (Selvakumar &
Kumar, 2017); acuosos de hojas de C. macrostachyus (Degu et al., 2016; Yassab et al., 2016);
etandlicos de hojas de C. leptostachyus (Sanchez-Peralta et al., 2015), asi como éter de petréleo,
cloroformo, acetona y metandlico de hojas de C. bonplandianum (Jeeshna et al., 2011; Nafees,

2016; Tripathy et al., 2018).

Los extractos son mezclas complejas de metabolitos cuya composicion depende de la especie,
parte de la planta analizada (Banu et al., 2016), el tamafio de particula de la matriz sélida, la
estacion del afio, el tipo y la habilidad del disolvente para extraer moléculas especificas, la
temperaturay el procedimiento de extraccién (Tiwari et al., 2011; Dent et al., 2013). La extraccién
de los compuestos desde la matriz se desarrolla en tres etapas: desorcion de los componentes y
su solubilizacion en el disolvente, la difusién interna a través de la fase sélida hacia la superficie,
y la difusion de los componentes extraidos hacia el volumen liquido (Da Silva et al., 2016), que

culmina cuando se ha conseguido un equilibro en su concentracion (Mosca et al., 2018).

En este caso, la diversidad de compuestos presentes en el EC se debe en gran medida a la afinidad
y capacidad del etanol para difundirse a través del material vegetal y extraer los ingredientes
intracelulares (Dent et al., 2013). Regularmente, la cantidad de compuestos activos en las plantas
medicinales es bajo (Zhang et al., 2018), y la polaridad de los disolventes determina la naturaleza

de los compuesto a extrarse (Jeeshna et al., 2011).
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Tabla 5. Perfil fitoquimico de EC.

No de Compuestos /Prueba Respuesta
ensayo
1 Terpenoides

Salkowski ++

Lieberman-Burchard +++
2 Saponinas

Prueba de aceite ++

Agitacion +
3 Fenoles

FeCls ++
4 Flavonoides

Prueba de Shinoda +
5 Taninos

FEC|3 +
6 Alcaloides

Ensayo de Dragendorff +

Ensayo de Meyer +
7 Carbohidratos

Prueba de Benedict ++

Compuestos glicosilados +

+++ Altamente reactivo; ++ medianamente reactivo; + escasamente reactivo

En el perfil fitoquimico de EC se encontrd una mayor presencia de compuestos de tipo terpenoide,
especialmente de esteroles, que son conocidos por su capacidad antimicrobiana, antifungica
(Fernandes et al., 2013) y antiinflamatoria (Azab et al., 2016). En otras especies, como C.
betulinus, C. gladulosus, C. lucidus y C. yunquensis, los terpenos de tipo esterol han sido
reconocidos como los compuestos mayoritarios (Payo-Hill et al., 2001). En el género Croton, el
p-sitosterol, estigmasterol (Nascimento et al, 2017), ergosterol, gramisterol, lofenol,

campesterol, e isofucosterol (Ndunda, 2014) son algunos de los esteroles identificados.

Los terpenoides son los metabolitos secundarios predominantes en el género Croton (Salatino et
al., 2007). De esta familia destacan los diterpenos que representan el 85% de los terpenos

presentes (Wen-Hui et al., 2018). Los clerodanos, tiglianos, labdanos, kauranos, crotofolanos y
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cembranos (Qiu et al., 2016) son los mas reportados. Los triterpenos, tanto pentaciclicos como
esteroidales también han sido identificados, como el lupeol que posee actividad
hepatoprotectora (Teugwa et al., 2013) y antimicrobiana (Obey et al., 2016), asi como los
compuestos volatiles que contienen mono y sesquiterpenos, como anetol y metileugenol

(Salatino et al., 2007).

Las saponinas son compuestos antiinflamatorios e hipocolesterolémicos, que se encuentran en la
naturaleza como triterpenoides o glicdsidos esteroidales. En su estructura, la presencia de una
aglicona soluble en lipidos y un azucar soluble en agua, les otorga caracteristicas amfipdticas y de
formacién de espuma, aunque algunas saponinas no presentan esta caracteristica (Oleszek &

Hamed, 2010).

En la muestra de EC analizada, la formacién de espuma fue de escasa a moderada. A pesar de
que las saponinas son compuestos identificados en el género Croton, pocos estudios han aislado
estos compuestos (Somit et al.,, 2013; Zheng-Hong et al.,, 2013), porgue se reservan
mayoritariamente en raices y drganos reproductores de la planta, ademas de ser altamente

solubles y sensibles tanto a la temperatura como a la presion (Moghimipour & Handali, 2015).

Otros grupos de compuestos que presentaron una respuesta moderada a las pruebas fitoquimicas
fueron los fenoles y azucares reductores. Entre los fenoles y flavonoides reportados en el género
Croton se encuentran el dcido benzoico, ayanina, quercetina, kaempferol, metil 2,4-dihidroxi-3,6-
dimetilbenzoato y la liguexantona, retusina y pachipodol (Morales-Flores et al., 2007; Salatino et
al., 2007; Tala et al., 2013). Los flavonoides tienen una alta afinidad para quelar metales y son
antioxidantes que evitan el dafio tisular asociado al estrés oxidativo (Visweswari et al., 2018),
poseen actividad antiinflamatoria, antialérgica, antiviral y anticarcinogénica (Abdalaziz et al.,
2016). De este grupo, la quercetina en particular es un potente antioxidante y conocido por su
capacidad para modular la actividad de diferentes enzimas del sistema de defensa enddgeno por
su interaccién con varias moléculas al penetrar la bicapa lipidica (De David et al., 2011). Sin

embargo, la participacion de los flavonoides no destacé en el perfil fitoquimico de EC.

Los azucares reductores son otro grupo de compuestos identificados en extractos de partes

aéreas, y en distintos medios de extraccién (Panda et al., 2010; Kumar & Das, 2013; Abdalaziz et
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al., 2016). La deteccién de compuestos glicosilados y azucares reductores en el extracto puede
relacionarse con los azUcares cominmente encontrados en terpenos, esteroles y flavonoides

(Guo-AnZou et al., 2010).

Los taninos identificados en Croton se encuentran principalmente en forma de catequinas,
epicatequinas y galocatequinas, que son los compuestos activos en el |atex de las especies sangre
de drago (Coy-Barrera et al., 2016). Las especies de Croton también suelen ser ricas en
compuestos de tipo alcaloide (Cordeiro et al., 2016), aunque en el EC estos fitoquimicos
mostraron una menor participacién. Los alcaloides presentan propiedades antiinflamatorias,
antimicrobianas, antivirales, antitumorales y antioxidantes (Jayakumar & Murugan, 2016).
Algunos alcaloides aislados del género son glaucina, talipofina, magnoflorina, esparsiflorina,
wilsonirina, nuciferina, crosparina, crotoflorina, flavinina y taspina, (Ndunda, 2014; Burgos et al.,

2015).

Otros compuestos reportados en las plantas del género Croton son aminoacidos, antraquinonas,
glucdsidos cardiotdnicos, cumarinas, acidos grasos y la vitamina C (Maroyi, 2017b; Tripathy et al.,

2018), que no fueron determinados en EC.

6.2. Identificacion de compuestos aislados de EC

Desde las fracciones FD y FAE se aislaron tres compuestos que de acuerdo con los
desplazamientos quimicos de H y 13C RMN, se identificaron como hipoleina A (16 mg), hipoleina
B (35 mg) y crotonpeno B (21 mg), mientras que un cuarto compuesto, identificado por *H RMN

se trata del S-sitosterol (13 mg). Sus estructuras quimicas se presentan en la Figura 15.
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Figura 15. Compuestos aislados e identificados de FAE y FD de EC. Hipoleina A (a), hipoleina B (b),
Crotonpeno C (c) y B-sitosterol (d).

Los desplazamientos quimicos de 1" y 13C de los compuestos aislados se presentan a continuacion.

Hipoleina A: cristal blanco. *H RMN (300 MHz) CDCls: 6 (ppm) 9.90 (s, H-20), 8.05 (s, H-16),
7.43 (t, H-15), 6.74 (d, H-14), 03.26 (d, H-11), 2.93 (s, H-3), 2.80 (d, H-11), 2.20-2.11 (m, H-8),
$2.06-1.99 (m, H-2), 1.95 (d, H-10), 1.84 (ddd, H-6), a1.75 (ddd, H-6), a1.62-1.55 (m, H-2), 81.59
(m, H-6), B1.43 (dd, H-1), 1.24 (s, H-18), 1.190 (s, H-1), 0.95 (s, H-19), 1.05-0.99 (m, H-17). 13C
NMR (100 MHz) CDCls: & (ppm) 204.86 (C-20), 147.35 (C-16), 144.55 (C-15), 108.76 (C-14), 62.40
(C-3), 62.0(C-2), 48.76 (C-10), 38.70 (C-11), 37.45 (C-5), 36.34 (C-6), 37.45 (C-5), 35.53 (C-8), 28.32
(C-7), 19.89 (C-18), 17.82 (C19), 17.46 (C-17), 16.73 (C-1).

Hipoleina B: aceite amarillo. *H RMN (400 MHz) CDCls: 6 (ppm) 9.92 (s, H-20), 7.96 (s, H-16),
7.37 (dd, J=1.6, 1.6, H-15), 6.24 (dd, J=1.6, 0.4, H-14), £2.30, «2.17 (H-12), a1.63 (H-8), a1.66,
B1.65 (H-7), «1.77, f1.46 (H-6), «0.95 (H-19), £1.20 (H-18), ®1.90, $2.15 (m, H-2), 1.37, f1.53b
(m, H-1). $3C NMR (100 MHz) CDCls: 6 (ppm) 206.9 (C-20), 146.75 (C-16), 138.58 (C-15), 124.72 (C-
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13), 110.86 (C-14), 60.15 (C-3), 53.27 (C-9), 37.27 (C-5, C-6), 35.29 (C-8), 29.70 (C-11), 27.79 (C-2,
C-7), 19.78 (C-18), 17.56 (C-12), 17.45 (C-19), 17.82 (C-17), 15.86 (C-1).

Crotonpeno B: aceite incoloro. *H RMN (400 MHz) CDCls: 6 (ppm) 7.96 (s, H-16), 7.37 (dd,
J=1.6, 1.6, H-15), 6.24 (dd, J=1.6, 0.4, H-14), 3.63 (br. S, H-20), @2.07, $2.17, H-2), f1.84 (m, H-
10), 1.81 (m, H-8), @1.70 (d, J= 1.2, H-6, H,7), f1.48, a1.58 (dd, J=2, 1.6, H-1), $1.47 (m, H-6),
B1.46 (m, H-7), 1.19 (s, H-18), 1.10 (s, H-17), 0.89 (s, H-19). 3C NMR (100 MHz) CDCls: &
(ppm)195.21 (C-12), 173.88 (C-20), 146.75 (C-16), 144.03 (C-15), 128.28 (C-13), 108.87 (C-14),
51.43 (C-20), 43.12 (C-11), 38.40 (C-8). 37.27 (C-5, C-6), 27.97 (C-2), 19.78 (C-18), 18.63 (C-1),
17.98 (C-17), 14.11 (C-19).

[-sitosterol. Cristal en forma de aguja. *H RMN (300 MHz) CDCls: & (ppm) B 5.35 (d, H-28),
33.63-3.45 (m, H-21), 2.37-2.16 (m, H-23,H-29), 1.99 (ddt, H-17, H-18, H-16, H-27, H-23, H-24),
1.93-1.74 (m, H-14, H-15, H-20, H-22, H-24, H-26), 1.5 (m, H-2, H-3, H-9, H-19, H-20, H-27), 1.12
(m, H-28, H-8, H-11, H-21, H-24, H-27), 1.008 (s, H-12, H-7, H-29, H-25, H-23,23"), 0.93 (s, H-3, H-
11. H-12, H-29, H-15, H-19), 0.82 (s, H-2, H-4, H-1, H-6, H-19), 0.68 (s, H-1, H-4, H-7, H-28).

Las Figuras 16-22 muestran los espectros de *H y 3C RMN de los compuestos aislados. En el caso
del B-sitosterol (Figura 22) solo se muestra el espectro de *H RMN debido a que se trata de un
compuesto muy conocido y ampliamente identificado a través de este analisis.

66



RESULTADOS Y DISCUSION

20

F

. t A _,\___..J

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
10.5 10.0 9.5 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0
f1 (ppm)

Figura 16. Espectro de de RMN de *H (400 MHz) en CDCl; de la hipoleina A.
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Figura 17. Espectro de RMN de *3C (100 MHz) en CDCls de la hipoleina A.
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Figura 18. Espectro de RMN de *H (400 MHz) en CDCls de la hipoleina B.
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Figura 19. Espectro de RMN de 3C (100 MHz) del compuesto hipoleina B.
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Figura 20. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) en CDCl; del compuesto Crotonpeno B.
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Figura 21. Espectro de RMN de *3C (100 Mz) en CDCls del compuesto Crotonpeno B.
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Figura 22.Espectro de RMN de *H (300 MHz) en CDCI3 del compuesto f-sitosterol.
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Tanto el crotonpeno B como las hipoleinas A y B fueron previamente aislados por Veldazquez-
Jiménezetal. (2018) y Sun et al. (2014) de los extractos metandlico y hexanico de las partes aéreas
de C. yanhuii y C. hypoleucus, respectivamente. El espectro de 'H RMN de la hipoleina B indica la
presencia de tres grupos metilo entre los desplazamientos de 0.86 y 1.2 ppm (H17 al H19), asi
como las sefales atribuidas a la presencia del anillo furano entre 6.2 y 8 ppm (H14 al H16) vy el
aldehido en 9.9 ppm, que fueron observadas en la hipoleina A, que a diferencia de la hipoleina B,
presenta un grupo carbonilo en la posicion 12. Estas sefiales se corroboraron con los
desplazamientos de *3C RMN descritos en la bilbliografia. El crotonpeno B presentd un patrén de

desplazamiento similar, con la diferencia de que carece del grupo aldehido.

Los diterpenenos son los compuestos mas abundantes en las especies de Croton (Salatino et al.,
2007). Estos metabolitos, generalmente de sabor amargo, son conocidos por sus propiedades
antimicrobianas, antivirales, anti-inflamatorias, citotdxicas, hepatoprotectoras (Krishnamurthy et
al., 2010; Wan Chao & Lin, 2011) e inhibidoras de la actividad del 6xido nitrico (Lin-Gen et al.,
2016).

Tanto las hipoleinas A-B como el crotonpeno B son diterpenos de tipo clerodano conformados
por un par de anillos (A y B) y una cadena hidrocarbonada unida en la posicién 9 (Silva et al., 2011)
y a su vez se clasifican como furanoditerpenoides, por la presencia de uno o mas anillos furano
(Bao et al., 2016). Los anillos furano son propensos a la formacién de puentes de hidrégeno e
interacciones hidrofébicas con residuos de proteina, actuando como farmacéforos, y siendo
responsables de la actividad biolégica (Munro et al., 2005). Aunque su transformacién metabdlica
a través de CYP450 puede conducir a la formacion de epdxidos reactivos (Loeper et al., 1994),
algunos furanoditerpenos como la salvinorina A, aislada de la especie Salvia divinorum, y el
Kahweol, han demostrado que poseen propiedades analgésicas y antiinflamatorias,

respectivamente (Roth et al., 2001; Fukuma et al., 2015).

En las especies de Croton, algunos furanoditerpenoides han sido evaluados por sus actividades
citotoxicas contra lineas celulares de cadncer hepatico, mamario, colon, pulmén, estémago
(Pudhom & Sommit, 2011), leucemia humana (Liu et al., 2014) y la actividad anti-ureasa (Fongang-

Fotsing et al., 2019).
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Por otra parte, el B-sitosterol es un triterpeno que posee un amplio espectro de efectos
farmacoldgicos, entre ellos su capacidad protectora contra la obesidad, diabetes, el cancer (Cao
et al., 2019), hipercolesterolemia y fibrosis cistica (Lampronti et al., 2017). Su efecto
hepatoprotector ha sido estudiado por Devaraj et al. (2020) que demostraron que el S-sitosterol
mejord los niveles de marcadores bioquimicos, el sistema antioxidante por SOD y Cat, y redujo
significamente los niveles de lipoperoxidacion y marcadores fibréticos en ratas con dafio hepatico
inducido por CCls. En el trabajo realizado por Kim et al (2014), el [-sitosterol presentd un
potencial terapéutico contra la fibrosis hepatica, usando células esterales activas y un modelo de
fibrosis inducida por dimetilnitrosamina. Aunque el f-sitosterol se encuentra ampliamente
distribuido en la naturaleza, y ha sido identificado en especies de Croton como C. draco, C.
urucurana, C. cajucada, C. cordiifolius, C. macrostachyus, C. caudatus y C. arboureus (Salatino et

al., 2007), pocos estudios han establecido su relacién con la proteccién hepatica.

En el presente trabajo se sugiere que [-sitosterol puede relacionarse con la actividad

hepatoprotectora de EC.
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B. ESTUDIO FARMACOLOGICO

6.3. DLso de EC

La prueba de toxicidad aguda consiste en la evaluacidén de un sindrome téxico producido por una
dosis o pocas dosis de un compuesto, extracto o fdrmaco administrado en el transcurso de un dia
(Parasuraman, 2011). En el ensayo DLsg ningiin animal murié durante los 14 dias de observacion
después de las dosis de 10, 100, 1000 mg. de EC/ kg de peso en la primera fase, y 1600, 2900 y

5000 mg. de extracto crudo/ kg de peso en la segunda fase del estudio (Tabla 6).

Tabla 6. DLsp de EC.

Extracto Dosis intragastrica (mg/ kg)
Fase | 10 100 1000
Mortalidad 0/3 0/3 0/3
Fase ll 1600 2900 5000
Mortalidad 0/3 0/3 0/3
DLso >5000

Durante el periodo de observacion, las ratas comieron e incrementaron su masa corporal con
normalidad. Condiciones como la dificultad para respirar, la pérdida de apetito y la muerte son
sefiales de toxicidad (Bulus et al., 2011), que no fueron observadas en el presente estudio. En la
evaluacion postmorten, el higado, el bazo, los pulmones, los rifiones y el estdmago presentaron
morfologia macroscépica de higado, pulmones, rifiones, estdmago y bazo mostraron color y

morfologia normal, comparado con el vehiculo.

Muchas especies de la familia Euphorbiaceae son conocidas en diferentes partes del mundo como
plantas toxicas y/o medicinales. Sus efectos son el reflejo de la gran diversidad quimica de este
grupo. Entre estas sustancias quimicas se incluyen a los alcaloides y a los ésteres de forbol, dos

grupos de compuestos presentes en especies del género Croton (Salatino et al., 2007).

Diferentes extractos y aceites esenciales de especies de Croton, tales como C. membranaceus, C.
sparsiflorus, C. bonplandianum y C. zehntneri se han evaluado para determinar su nivel de

toxicidad a diferentes dosis, que van de 300 hasta 5000 mg/kg (Asare et al., 2011; Jaya et al.,
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2014; Sridhar, 2013) y son consideradas seguras. Sin embargo, la dosis de 477.18 mg/kg de aceite
esencial de C. polyandrus produjo la muerte de los ratones de experimentacion (Meireles et al.,
2016). La toxicidad del extracto depende de varios factores, tales como la composiciéon quimica,
la dosis y el tiempo de exposicidn. En el presente trabajo las ratas sobrevivieron a todas las dosis
evaluadas durante las dos semanas de estudio, y una dosis mayor a 5000 mg/kg sugiere que EC

no es toxico (Lorke, 1983).

6.4. Actividad antioxidante de EC

La actividad antioxidante se evalud a través del ensayo de DPPH, que determina la capacidad de
EC para eliminar los radicales libres y asi proveer una medicién de su potencial antioxidante (Da
Silva Brito et al., 2018); asi como por el ensayo de FRAP, que evalua la habilidad de EC para reducir
el complejo férrico incoloro (Fe**-tripiridil-s-triazina-TPTZ) a un complejo azul ferroso
(Fe*?tripiridil-s-triazina) por mecanismo de donacién de electrones presentes en la muestra

(Dudonné et al., 2009; Min et al., 2011)

Para el ensayo de DPPH, las dosis probadas (2 a 6 mg/ml) mostraron una respuesta antioxidante
dosis-dependiente, con un % de inhibicién de 28.13 y 78.36% para 2 y 6 mg/ml, respectivamente.
Este resultado coincide con el extracto etandlico de C. zambesicus que presentd un % de
inhibicién de 72% (Abdalaziz et al., 2016). A partir de los resultados dosis-dependiente se estimd
el valor Clsp, como la concentracidn de extracto requerida para reducir la concentracidn inicial de
DPPH en un 50 %, (Atoui et al.,2005). Para el EC, el Clso fue de 0.6307 mg eq. Trolox/ml. Los
extractos de hojas de C. rivinifolius, C. argyrophyllus y C. heliotropiifolius presentaron un Clso de
0.14, 0.22 y 0.352 mg eq. Trolox/ml, respectivamente (Rondon et al., 2015; Da Silva Brito et al,
2018), lo que indica que una mayor cantidad o concentracién de EC fue necesaria para inhibir la
accion del radical DPPH, como potencial antioxidante (Teixeira et al., 2007). En este tipo de
ensayos, el nimero de moléculas de DPPH que se reducen suelen relacionarse con el nimero de
grupos hidroxilo disponibles. Aunque la mayoria de los extractos etandlicos se componen por
moléculas polares con abundancia de grupos hidroxilo libres, como fenoles y taninos (Rondon et
al., 2015), en el caso de EC, en correspondencia con el perfil fitoquimico, estos compuestos no se

encuentran en mayor abundancia.
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Para el ensayo de FRAP, EC tuvo una capacidad reductora de hierro de 279.8 + 3.3 uM. eq.
Fe?*/mg. La composicion del extracto es preponderante en la actividad antioxidante. Los
extractos de hojas presentan una mayor actividad y menor Clsp que aquellos obtenidos de los
tallos., asi como aquellos ricos en compuestos fendlicos de tipo flavonoide (Abdalaziz et al., 2016),
como quercetina, kaempferol y quercitrina (Salatino et al., 2007). Los aceites esenciales son ricos
en espatulenol, cariofileno, germacreno y otros minoritarios que contienen hidrégenos alilicos y
que contribuyen a la accién antioxidante (Morais et al., 2019). Otros compuestos como

carotenoides y fitoesteroles también presentan actividad antioxidante (Abdalaziz et al., 2016).

En el EC se identificé la presencia limitada de compuestos de tipo flavonoides, asi que la sinergia
con otros compuestos, como terpenos (Sanchez-Peralta et al., 2015), podria contribuir a su
capacidad antioxidante (Banu et al., 2016) y asi ejercer un efecto antioxidante por romper la
cadena de radicales libres al donar 4&tomos de hidrégeno (Alam et al., 2011). Los fitoquimicos con
potencial antioxidante pueden contribuir a reducir la formacién de metabolitos téxicos de TAA

generados durante su metabolismo y asi proveer una proteccién hepatica (Kaur et al., 2019).

Existen diferentes mecanismos por los que los antioxidantes ejercen sus propiedades captadoras
de radicales libres: actian como barrera fisica para prevenir la generacion de especies reactivas
de oxigeno y su acceso a sitios bioldgicos importantes; forman una trampa quimica absorbiendo
energia y quelando electrones; constituyen un sistema catalitico captador de especies reactivas;
por medio de la unién a puntos diana de iones metdlicos previniendo la formacidn de especies

reactivas y rompiendo cadenas de oxido reduccion (Mierziak et al., 2014).

En su mayoria, los antioxidantes dependen de la tasa de transferencia de atomos de hidrégeno
desde los compuestos hacia los radicales (Shon et al., 2007). Los resultados de este experimento
indican que EC contiene compuestos potenciales para donar atomos de hidrégeno a radicales
libres y hacerlos mas estables. La capacidad de EC para eliminar el radical DPPH y reducir Fe*3
puede contribuir en la disminucidn de los efectos del estrés oxidativo. El descubrimiento de
compuestos antioxidantes es critico para el descubrimiento de farmacos y el tratamiento de

enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo (Mierziak et al., 2014).
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6.5. Evaluacién de parametros bioquimicos

Un biomarcador es una molécula que se puede medir por técnicas analiticas bien establecidas y
gue evidencian el estado clinico, toxicoldgico y farmacoldgico de un organismo (Hunter et al.,
2010). En este sentido, los pardmetros bioquimicos de ALT, AST, FAL, BIL-D, BIL-T, GGT, DHL, PTy

ALB fueron evaluados.

6.5.1. Transaminasas

La evaluacién de los parametros bioquimicos se realizé para determinar el grado de dafio hepatico
y la capacidad del extracto para recuperar la funcionalidad del higado a sus estados basales. Las
Figuras 23 y 24 muestran el efecto de TAA sobre los niveles de las enzimas transaminasas. De
forma destacable, el grupo TAA presentd los mayores niveles de ALT y AST y estos resultados
contrastan con el resto de los tratamientos. En cambio, en el grupo EC+TAA se presentd un
decremento de 65.9y 75.8% para ALT y AST respectivamente, en comparacion con TAA, y mostré
diferencias significativas entre los grupos EC y CT que no presentaron diferencias significativas

(p>0.05) entre si.
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Figura 23. Efecto de EC sobre los niveles de ALT en el suero de ratas con adafo hepatico agudo inducido
por TAA. Los resultados son expresados en U/L. Las barras representan la media con el error estandar, n=8
por duplicado. Las diferencias con el vehiculo (CT) son expresadas como a; mientras que las diferencias
respecto a TAA con la letra b, p<0.05.
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Figura 24. Efecto de EC sobre los niveles de AST en el suero de ratas con adafio hepdatico agudo inducido
por TAA. Los resultados son expresados en U/L. Las barras representan la media con el error estandar, n=8
por duplicado. Las diferencias con el vehiculo (CT) son expresadas como a; mientras que las diferencias
respecto a TAA con la letra b, p<0.05.

El dafio hepatico inducido por xenobidticos se caracteriza por la liberacién de las enzimas
hepaticas al suero debido a la necrosis de los hepatocitos (Mirmiran et al., 2019), y los resultados
observados concuerdan con los trabajos realizados por otros autores (Miguel et al., 2017) en
modelos de necrosis hepatica por una dosis aguda de TAA. El comportamiento de EC+TAA podria
estar fuertemente relacionado a la capacidad de EC para proteger la célula del dafio necrético
producido por TAA y reducir la tasa de liberacidn de transaminasas, asi como contribuir a la

estabilizacidon de la membrana (Marchyshak et al., 2018).

La TAA es un agente toxico que causa necrosis de los hepatocitos y contribuye al desarrollo de la
cirrosis a través de multiples mecanismos, tales como el estrés oxidativo, el descenso del sistema
de defensa antioxidante y la peroxidacién lipidica. Particularmente, las transaminasas ALT y AST
son usadas como biomarcadores de necrosis hepatocelular y sus niveles describen la intensidad

del dafo (Singh et al., 2011).
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6.5.2. Fosfatasa alcalina (FAL)

FAL es una enzima hidrolasa que se elimina en la bilis. Esta presente en las células de la membrana
canalicular de los hepatocitos y los conductos biliares, asi como en otros érganos incluyendo
huesos, placenta, rifiones e intestino (Lowe & John, 2020). El grupo EC+TAA mostré una reduccion
significativa de los niveles de FAL y que fue comparable a lo observado en los grupos EC+CT (Figura

25).
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Figura 25. Efecto de EC sobre los niveles de FAL en el suero de ratas con dafio hepatico inducido por TAA.
Los resultados son expresados en U/L. Las barras representan la media con error estandar, n=8, por
duplicado. Las diferencias con el vehiculo son expresadas como a; mientras que las diferencias respecto
a TAA se expresan como b, p<0.05.

La elevacién de los valores normales de FAL, como se observd en el grupo TAA, se debe a la
incapacidad del cuerpo para excretar la bilis acumulada, la obstruccion del tracto biliar (Church &
Watkins, 2017), asi como por el incremento en la sintesis de la enzima (Lowe & John) derivados
de la accién del agente hepatotdxico. En este sentido, el decremento significativo en los niveles
de FALen ECy EC+TAA indica que los compuestos presentes en ECy su sinergia tienen la habilidad
para reducir los efectos de la obstruccién biliar inducida por TAA al llevar los niveles de FAL a

resultados comparables al grupo control.
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6.5.3. Bilirrubina directa y bilirrubina total

Las Figuras 26 y 27 muestran que el grupo TAA presentd los mayores niveles de BIL-D y BIL-T en
comparacion con el resto de los tratamientos. Esto se debe a que la TAA conlleva a la inflamacién
y fibrosis de la triada portal, causante del bloqueo de los conductos biliares y la regurgitacién de
la bilirrubina no conjuada desde los hepatocitos dafiados hacia los sinusoides (Alamri, 2019). Por
otra parte, el grupo EC+TAA exhibié una reduccion del 58 y 73% para BIL-D y BIL-T,
respectivamente, lo que indica que EC contribuyd a regular la conjugacién y excresién de la

bilirrubina después de induccién de TAA.
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Figura 26. Efecto de EC sobre los niveles de BIL-D en el suero de ratas con dafio hepatico inducido por TAA.
Los resultados son expresados en mg/dL. Las barras representan la media con error estandar, n=8, por
duplicado. Las diferencias con el vehiculo son expresadas como a; mientras que las diferencias respecto a
TAA se expresan con b, p<0.05.

La bilirrubina es el producto de la fragmentacién regular de la hemoglobina y luego es liberada
hacia la bilis (Bigoniya et al., 2009). Sus niveles en suero son un reflejo de las condiciones
necréticas de los hepatocitos (Akhtar et al., 2016). Esta alteracion junto con altos niveles de

transaminasas son un signo de dafno toxico o agudo (Wang et al., 2018).
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Figura 27. Efecto de EC sobre los niveles de BIL-T en el suero de ratas con dafo hepatico inducido por TAA.
Los resultados son expresados en mg/dL. Las barras representan la media con error estandar, n=8, por
duplicado. Las diferencias con el vehiculo son expresadas como a; mientras que las diferencias respecto a
TAA se expresan como b, p<0.05.

6.5.4. Gamma glutamil transpeptidasa (GGT)

En el parametro de GGT los grupos con TAA presentaron mayores niveles, a diferencia de EC+TAA
que sefald una reduccion del 99% (Figura 28). GGT es una enzima localizada en el higado, rifiones
y pancreas, y su principal funcion en el higado es la de catalizar la conjugacion de las especies
electrofilicas provenientes del metabolismo de TAA con GSH y facilitar la eliminacién de los
xenobidticos glutationizados. Cuando se elevan los niveles de GGT, se provoca la liberacion de
metales de transicidn potencialmente téxicos, como hierro y cobre, que pueden participar en
cadenas de reacciones prooxidantes responsables del dano celular, de ADN, asi como al estrés

oxidativo-nitrosativo. Estos efectos adversos ocurren por la accion de TAA (Stefano et al., 2015).

83



RESULTADOS Y DISCUSION

GGT
1.6

1.4
1.2
1.0
0.8 1
0.6 1
0.4 1
0.2 1
0.0

GGT (U/L suero

b b

CT EC TAA EC+TAA

Grupos

Figura 28. Effecto de EC sobre los niveles de GGT en el suero de ratas con dafo hepaticon inducido por
TAA. Los resultados son expresados en U/L. Las barras representan la media con error estandar, n=8, por
duplicado. Las diferencias con el vehiculo son expreadas como a; mientras que las diferencias respecto a
TAA se expresan como b, p>0.05.

El aumento en los niveles de GGT se debe a su liberacién desde los hepatocitos al sistema
circulatorio por cambios en la permeabilidad de la membrana y son reflejo del estrés oxidativo
encaminado a la enfermedad crénica (Bigoniya et al., 2009), o bien provenientes de los
colangiocitos, cuyos niveles de GGT pueden ser hasta 200 veces mas que en los hepatocitos
(Visentin et al., 2017). Aungue los mecanismos de induccion de GGT son inciertos, estos se han
asociado con la proteina C-reactiva, un marcador general de estrés oxidativo, que conduce al
sobreconsumo de GSH con un incremento compensatorio en la sintesis de GGT (Everhart &

Wright, 2013; Koenig & Seneff, 2015).

6.5.5. Lactato deshidrogenasa (LDH)

LDH es una enzima esencial para la respiracion anaerobia que convierte el acido piravico, el
producto final de la glucdlisis, en acido lactico y viceversa, con la produccién de energia (Abdul-
Hussein et al., 2015; Chaudhary & Chauhan., 2015). Sus niveles en suero se incrementan en

respuesta a la hopoxia, como un reflejo de la destruccion de los hepatocitos desde las primeras
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etapas del dafo (Sorensen et al., 2007). En ausencia de la enfermedad hepdatica y muscular, es
indicador de diferentes tipos de cancer (Abdul-Huseein et al., 2015; McGill et al., 2017).

En la Figura 29 se observa que EC+TAA presentd una disminucidn importante en los niveles de
esta enzima, mientras que el resultado observado en TAA ocurre en respuesta al daio celular, no
especificamente en higado. La inhibicién farmacoldgica de LDH reduce en dafo hepatico y la
apoptosis, desciende la expresidn de citoquinas y mejor la tasa de sobrevivencia celular (Ferriera

et al., 2018).
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Figura 29. Efecto de EC sobre los niveles de LDH en el suero de ratas con dafio hepdtico inducido por TAA.
Los resultados son expresados en U/L. Las barras representan la media con error estandar, n=8, por
duplicado. Las diferencias con el vehiculo son expresadas como a; mientras que las diferencias respecto a
TAA se expresan como b, p<0.05.

6.5.6. Proteinas totales y albumina

Los niveles de proteina en suero son marcadores de la intensidad del dafio hepatico debido a que
los radicales libres producidos durante la biotransformacion de TAA forman aductos con
moléculas de esta naturaleza y el ADN, que afectan la capacidad del higado para su sintesis (Gulati
et al., 2018). La oxidacién de proteinas puede provocar la fragmentacidn, despliegue vy

plegamiento incorrecto, lo que resulta en la pérdida de la actividad (Headlamand & Davies, 2004).
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En la Figuras 30 y 31 se observa que la administracion de TAA provocd un ligero incremento en

los niveles de proteinas totales y albumina, respectivamente.
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Figura 30. Efecto de EC sobre los niveles de proteinas totales en el suero de ratas con dafio hepdtico
inducido por TAA. Los resultados son expresados en g/dL. Las barras representan la media con error
estdndar, n=8, por duplicado. Las diferencias con el vehiculo son expresadas como a; mientras que las
diferencias respecto a TAA se expresan como b, p<0.05.
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Figura 31. Efecto de EC sobre los niveles de albimina en el suero de ratas con dafio hepdtico inducido por
TAA. Los resultados son expreados en g/dL. Las barras representan la media con erro estandar, n=8, por
duplicado. Las diferencias con el vehiculo son expresadas como a; mientras que las diferencias respecto a
TAA se expresan como b, p<0.05.
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Esta alteracion se debe a su filtracidon hacia la circulacién que provoca que se incrementen los
niveles en suero (Gangadharan et al., 2011). Por el contrario, el grupo EC+TAA los marcadores
disminuyeron a valores comparables al grupo CT. Debido a que las proteinas tienen mayor
diversidad estructural y estabilidad que el ADN y ARN, y llevan mas informacién que los acidos
nucleicos, su alteracién en el suero puede considerarse un reflejo de la fisiologia celular

(Aebersold et al., 2005).

Los biomarcadores hepdticos describen la habilidad protectora de EC y sus fracciones contra los
radicales libres y compuestos electrofilicos liberados desde la biotransformacién de TAA,
promoviendo la estabilidad celular, la depuracion de enzimas transaminasas y bilirrubina, para
mantener los niveles cercanos al grupo control, como se ha reportado en el extracto etandlico de
C. oblongifolius (Ahmed et al., 2002), el aceite esencial de C. zehntneri (Lima et al., 2008), C.
sparsiflorus (Jaya Santhi et al., 2004), el extracto metandlico de C. bonplandianus (Dutta et al.,
2018) y C. macrostachyus (Yassab et al., 2016), que han mostrado efectos antinecréticos contra
CCls, paracetamol y N-nimetiltrinosamina. La regulacion de los biomarcadores del higado
representa la recuperacion del érgano a un estado normal (McGill et al., 2017), donde terpenos,
alcaloides, taninos y saponinas identificados en EC pueden ser los responsables de este efecto

farmacoldgico.

6.6. Evaluacidn in vitro del sistema de defensa antioxidante endégeno

Los antioxidantes son un grupo constituido por moléculas y enzimas que actlan en sinergia para
mejorar la defensa celular y combatir a las especies reactivas, donde cada antioxidante ataca a
un agente oxidante especifico para proveer proteccion en distintos ambientes celulares (Pisoschi
& Pop, 2015) con un efecto interpendiente (Moussa et al., 2019). Para el propdsito de este
trabajo, el efecto de EC fue evaluado a través de los niveles de SOD, Cat, GPx y GR como

antioxidantes enzimaticos, asi como en GSH como antioxidante no enzimatico.

6.6.1. Superodxido dismutasa (SOD)

SOD es la primera y mas poderosa enzima antioxidante presente en la célula. Actia como un

componente en la primera linea de defensa junto a Cat y GPx, a través de la dismutacidn de dos
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moléculas del anién O, a H,0; y oxigeno molecular (Ighodaro & Akinloye, 2018), donde el H,0;
no es un radical pero rapidamente es convertido en el OHe, que es altamente reactivo, por medio

de la reaccion de Fenton o la intervencién de Cat (Nandi et al., 2019).

La Figura 32 muestra que, en comparacién con el vehiculo, los niveles de SOD de los grupos TAA
y EC+TAA se redujeron a las 24 h después de la administracion de TAA, sin encontrarse diferencias
significativas entre si (p<0.05). Este fendmeno deriva de la hepatotoxicidad de TAA, cuya
activacion metabdlica requiere de la formacién de sus especies reactivas, TASO y TASO; (Hajovsky
et al., 2012), que se unen a lipidos microsomales conduciendo asi a la peroxidacién y la
producciéon de ERO como OHe y O, y H;0, (De David et al., 2011). Los productos de la
peroxidacién reacionan con residuos de aminodcidos de SOD modificando los sitios de interaccion
enzima-sustrato, lo que provoca cambios microambientales y la pérdida de su actividad catalitica

(Arya et al., 2019).
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Figura 32. Niveles de SOD en higado de ratas con dafio agudo inducido por TAA. Los resultados se expresan
en U/mg de proteina. Las barras representan la media con error estandar, n=8, por duplicado. Las
diferencias significativas respecto al vehiculo se indican con a; mientras que las diferencias respecto a TAA
son sefialadas con b, p<0.05.
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6.6.2. Catalasa (Cat)

Cat es un antioxidante enzimatico ampliamente distribuido en todos los tejidos animales.
Descompone el H,0,y protege a las células de los radicales OHe (Dudonné., 2009). Los OHe son
las especies reactivas mds potentes el sistema bioldgico y pueden reaccionar con acidos grasos
poliinsaturados y fosfolipidos de la membrana causando peroxidacién, dafio al ADN y a la célula
(Dutta et al., 2018). En este trabajo, tal como ocurrié en SOD, los niveles de Cat decrecieron en
respuesta a la administracion de TAA, aunque fue el grupo EC+TAA el que exhibié una mayor

recuperacion en los niveles (Figura 33).
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Figura 33. Niveles de Cat en higado de ratas con dafio agudo inducido por TAA. Los resultados se expresan
en U/mg de proteina. Las barras representan la media con error estandar, n=8, por duplicado. Las
diferencias significativas respecto al vehiculo se indican con a; mientras que las diferencias respecto a TAA
son sefialadas con b, p<0.05.

La reduccion en la actividad de Cat puede resultar en efectos adversos debido a la asimilacién del
anién Oy vy el H,0; (Gao et al., 2013), que resulta en una intolerancia al oxigeno y promocion de
reacciones de deterioro, oxidacion de ADN, proteinas y muerte celular (De David et al., 2011), asi
que su recuperacion promueve la proteccion contra H,O; y evita el dafio celular. La

administraciéon de TAA a ratas puede causar cambios en la estructura celular, interferir en el
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movimiento de ARN desde el nucleo al citoplasma, reducir el nimero de células viables, asi como
el consumo de oxigeno. En el mecanismo antioxidante, Cat otorga una proteccién mutua con
SOD a través de su activacidon o desactivaciéon cuando los agentes oxidantes son producidos (Li et

al., 2014).

6.6.3. Glutation (GSH y GSSG)

Glutation forma parte de la segunda linea de defensa antioxidante (Ighodaro & Akinloye, 2018),
y actua en conjunto con GPx, GR y glutation oxidasa (GOx) para mantener un ambiente celular
reducido y combatir la formacion de ERO. En este estudio, como respuesta al ataque de la TAA,
los grupos TAA y EC+TAA presentaron mayores niveles tanto de GSH (Figura 34) como GSSG
respecto al grupo CT, pero sin mostrar diferencias significativas entre si (p<0.05). Los niveles de
celulares de GSH son hasta 1000 veces mayores que otros grupos de antioxidantes (Lee et al.,
2016) y su concentracidn se relaciona con el nivel de especies reactivas. Los bajos niveles estan
en favor de la activacion de la apoptosis, mientras que los niveles incrementados de GSH a favor

de la resistencia contra la apoptosis (He et al., 2017).
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Figura 34. Niveles de GSH en higado de ratas con dafio agudo inducido por TAA. Los resultados se
expresan en U/mg Proteina. Las barras representan la media con error estandar, n=8, por duplicado. Las
diferencias significativas respecto al vehiculo se indican con a, mientras que las diferencias respecto a
TAA son sefialadas con b, p<0.05.
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GSH, como regulador antioxidante, se une covalentemente a radicales libres derivados de la
biotransformacién de TAA como un paso inicial para su eliminacion (Lei et al., 2016), e incrementa
la actividad de GPx y GR (Kurutas, 2016) para proteger a las células contra el dafio oxidativo al

reducir el H,0,y captar los radicales de oxigeno y nitrégeno activos (Dutta et al., 2018).

Bajo condiciones de estrés, el decremento de GSSG se considera como una pérdida de funciéon
mitocondrial y la posible necrosis celular (Sdnchez-Rodriguez & Mendoza, 2019), lo que los niveles
de GSSG en EC+TAA (Figura 35) pueden indicar el restablecimiento de la funcidon hepatica por

accion de EC.
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Figura 35. Niveles de GSSG en higado de ratas con dafio agudo inducido por TAA. Los resultados se
expresan en U/mg Proteina. Las barras representan la media con error estandar, n= 8, por duplicado. Las
diferencias significativas respecto al vehiculo se indican con a, mientras que las diferencias respecto a
TAA son sefialadas con b, p<0.05.

Los antioxidantes juegan un papel importante en la prevencién y tratamiento de las
enfermedades hepaticas crénicas, donde el bloqueo de la produccion de radicales libres son
importantes para la proteccion de la célula contra la hepatotoxicidad producida por TAA (Halliwell

& Gutteridge, 2015).
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6.6.4. Glutation peroxidasa (GPx) y Glutation reductasa (GR)

GPx es una selenoenzima que regula la reduccion de hidroperdxidos utilizando GSH como agente
reductor, con la formacidn de agua o alcohol (Bela et al., 2015; Mbemba et al., 2019). La oxidacion
del grupo selenol presente en GPx por el perdxido produce acido selenénico que reacciona con
GSH para generar sulfuro de selenio, que es altamente reactivo y susceptible al desplazamiento
nucleofilico por otro atomo sulfuro. En un segundo ataque de GSH se regenera el selenol y GSSG
como subproducto. El papel de GR es el de reciclar GSSG para convertirlo en GSH, que es esencial

para la respuesta adaptativa hacia el estrés oxidatio (Moussa et al., 2019).

Como se observa en las Figuras 36 y 37, los niveles de GPx y GR de los grupos TAA y EC+TAA no
mostraron cambios significativos respecto al grupo control a las 24 horas después de la induccidn
de TAA, lo que refleja la accidn antioxidante por parte de Cat para inhibir hidroperéxidos producto

de la biotrasnformacion de TAA (Marchyshak et al., 2018), pero no la peroxidacion de EC.

El ciclo redox de GSH es la principal fuente de proteccién contra el estrés oxidativo leve, mientras
que Cat participa frente a niveles severos de oxidacion (Azat et al., 2019). La proteccidn que ofrece
GPx a la mitochondria, organelo que carece de Cat, contribuye a la estabilidad de la funciéon

celular (Mohammadi et al., 2016).
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Figura 36. Niveles de GPx en higado de ratas con dafio agudo inducido por TAA. Los resultados se
expresan en U/mg Proteina. Las barras representan la media con error estandar, n=8, por duplicado. Las
diferencias significativas respecto al vehiculo se indican con a, mientras que las diferencias respecto a
TAA son sefialadas con b, p<0.05.
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Figura 37. Niveles de GR en higado de ratas con dafio agudo inducido por TAA. Los resultados se expresan
en U/mg. Las barras representan la media con error estandar, n= 8, por duplicado. Las diferencias
significativas respecto al vehiculo se indican con a, mientras que las diferencias respecto a TAA son
sefialadas con b, p<0.05.
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6.6.5. Malonaldehido (MDA)

En el presente trabajo el grupo Ec+TAA presentd una mayor concentracion de MDA en
comparacion con TAA (Figura 38), como una manifestacion del estrés oxidativo (Mustafa et al.,
2013; Ndhlala et al., 2013). El requerimiento de GSH es mayor cuando el proceso de peroxidacion
incrementa y se ve reflejado a través de mayores niveles de MDA (Sanz et al., 2002). Este
fendmeno no ocurrid para EC+TAA y puede deberse a que MDA tiene una vida mayor las ERO por
su capacidad para dispersarse hacia varias regiones de la célula, extendiendo su progreso e

incrementando su deteccidn (Luczaj et al., 2017).
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Figura 38. Niveles de MDA en higado de ratas con dafio agudo inducido por TAA. Los resultados se
expresan en ng/ug Proteina. Las barras representan la media con error estandar, n= 8, por duplicado. Las
diferencias significativas respecto al vehiculo se indican con a, mientras que las diferencias respecto a
TAA son sefialadas con b, p<0.05.

Por otra parte, los extractos vegetales, pueden contener acidos grasos insaturados que son
susceptibles al deterioro por oxidacion, y la presencia de compuestos antioxidantes ejerce un
efecto protector que toma a lugar durante cierto tiempo y contribuye a extender su vida de
anaquel (Brewer, 2011). En EC+TAA, el incremento en MDA puede relacionarse con un
agotamiento de la fuente de compuestos antioxidantes naturales y su consecuente oxidacion

durante el almacenamiento.
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El papel de los antioxidantes es reducir los perdxidos y defender contra sus efectos adversos
(Peng et al., 2018). En el caso de EC+TAA, la normalizacién de los valores disminuidos de CAT,
SOD, y elevados de TBARS por TAA podrian ser normalizadas por efecto de EC, como se observo
en ratas administradas con el extracto de hojas C. bonplandianus y que sufrieron los efectos

hepatotodxicos del CCls (Dutta et al., 2018).

6.7. Expresion génica del sistema de defensa antioxidante

La expresion génica es el proceso mediante el cual las instrucciones del ADN son interpretadas
por la célula y guiadas para la sintesis de productos funcionales como proteinas (Mitsis et al.,
2020), e inicia con la unién de ARN polimerasa a un promotor, continua con la transcripcién del
gen en ARN y concluye con la traduccidén en una proteina (Garcia-Sanchez & Marqués-Garcia,
2016). En este estudio se evalud la expresidon génica de las enzimas del sistema antioxidante, asi

como Nrf2 como factor de transcripcion.

6.7.1. Superdxido dismutasa (SOD)

SOD es una metaloenzima que se une a un cofactor metdlico para formar MnSOD presente en la
mitocondria y CuZnSOD que se localiza en el citosol, cloroplastos y peroxisomas (Ighodaro &
Akinloye, 2018). En la evaluacidn de la expresidén génica de SOD los resultados muestran que la
administracién de TAA provocé una reduccidn en la expresion tanto de MnSOD (Figura 39) como
de CuZnSOD (Figura 40), derivado del dafio que sufre el ADN tras el ataque de radicales *OH

provenientes de la detoxificacion.
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Figura 39. Expresién génica de MnSOD en el higado de ratas con dafio agudo inducido por TAA. Los
resultados se expresan en unidades arbitrarias (u. a). Las barras representan la media con su error
estandar, n=8. Las diferencias con el vehiculo se indican con a, mientras que las diferencias respecto a
TAA son sefialadas con b, p<0.05.
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Figura 40. Expresién génica de CuZnSOD en el higado de ratas con dafio hepatico inducido por TAA. Los
resultados se expresan en unidades arbitrarias (u.a.). Las barras representan la media con su error
estandar, n=8. Las diferencias con el vehiculo se indican con a; mientras que las diferencias respecto a
TAA son sefialads con b, p<0.05.
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Los radicales *OH reaccionan con las bases puricas como guanina, la mayor donadora de
electrones; o la desoxirribosa del ADN para sustraer sus hidrégenos desde los atomos de carbono
para formar 5 radicales con centro de carbono (Dizdaroglu & Jaruga, 2012). Estos radicales
participan en otras reacciones produciendo una variedad de aductos oxidados, entre ellos el 2,3,-
didesoxipentosa-4-ulosa que en presencia de forma el radical peroxilo que participa en reacciones

de fragmentacion y producir 3’fosfoglicolato como un grupo terminal (Pogozelski & Tullius, 1998).

En el caso de EC+TAA, la dosis de EC provocd un ligero incremento en los niveles de expresion de
las mismas proteinas, lo que podria describir la participacidon de antioxidantes de una tercer linea
de antioxidantes reparadoras de ADN, proteinas y lipidos dafiados, que incluye polimerasas,
proteasas y peptidasas localizadas en el citosol y mitocondria (Ihgodaro & Akinloye, 2018). Estos
datos coinciden con lo reportado por Vargas-Mendoza (2014) en ratas administras con 500 mg

de tioacetamida/kg a las 24 h post-induccion.

6.7.2. Catalasa (Cat)

Cat es una enzima altamente eficiente que actia en complementacion a SOD. Se localiza
principalmente en los peroxisomas, por lo que la degradacion mitocondrial de H,0 ocurre por
GPx (lhgodaro & Akinloye, 2018). Los bajos niveles de H,0, tienden a regular los procesos
fisiolégicos en la mitocondria y mantener el balance tiol, pero en altas concentraciones es
responsable del deterioro celular y hepatico (Tsai et al., 2009), como ocurrid por la administracion
de TAA, que provocd un decremento en la expresién génica de Cat, pero que a su vez fue

medianamente compensada por la dosis de EC, como se observa en la Figura 41.
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Los niveles de expresidon observados en Cat en EC+TAA significan que EC posee una capacidad
inhibitoria contra H,0, y el anién O, evitando la peroxidacion y el daiio al ADN por activacion del
sistema de defensa antioxidante (Hajovsky et al., 2012; Dutta et al., 2018). La re-expression de
Cat es ha sido indicado como un posible biomarcador para un respuesta positiva de los

tratamientos (Matos et al. 2009).
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Figura 41. Expresion génica de Cat en el higado de ratas con dafio agudo inducido por TAA. Los resultados
se expresan en unidades arbitrarias (u. a). Las barras representan la media con su error estandar, n= 8.
Las diferencias con el vehiculo se indican como a, mientras que las diferencias respecto a TAA son
sefialadas con b, p<0.05.

6.7.3. Glutation peroxidasa y Glutation reductasa

En comparacion con los resultados observados en las pruebas in vitro, la expresion génica de GPx
fue menor tanto para el grupo TAA como para EC+TAA (Figura 42), con diferencias significativas
entre si (p<0.05). GPx reduce la peroxidacién lipidica evitando su acumulacién de perdxidos y el
consecuente dafio a proteinas, lipidos y acidos nucleicos (Lei et al., 2016; Mohammadi et al.,
2016), y se conforma por multiples isoenzimas con distintas localizaciones subcelulares que
exhiben diferentes patrones de expresiéon (Bela et al., 2015. La disminucién de GPx manifiesta la

habilidad de los productos de la peroxidacién para difundirse a través de la célula y llegar al nucleo
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cuando el sistema antioxidante es inestable (Sanz et al., 2002), y provocar dafio al ADN a través
de la oxidacién de purinas y pirimidinas, rompiendo la doble cadena, asi como hipermetilando o
hidroxilando la cadena, para asi alterar la sefalizacion y propagacién de las bases dafiadas
(Kryston et al., 2011). En cambio, GR, responsable del equilibro GSH/GSSG, no presentd

diferencias en sus niveles de expresién respecto al grupo control (Figura 43).
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Figura42. Expresion génica de GPx en el higado de ratas con dafio agudo inducido por TAA. Los resultados
se expresan en unidades arbitrarias (u. a). Las barras representan la media con su error estandar, n= 8.
Las diferencias con el vehiculo se indica como a, mientras que las diferencias respecto a TAA son
sefialadas con b, p<0.05.
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Figura 43. Expresion génica de GR en el higado de ratas con dafo agudo inducido por TAA. Los resultados
se expresan en unidades arbitrarias (u.a). Las barras representan la medida con su error estandaar, n=8,
por duplicado. Las diferencias con el vehiculo se indican como a, mientras que las diferencias respecto a
TAA son sefialadas como b, p<0.05.

6.7.4. Nrf2

En contraste con los resultados observados en la expresion génica de SOD y Cat, la expression de
Nrf2 decrementd significativamente en EC+TAA en comparacién con los grupos CT y TAA (Figura
44). La activacion de Nrf2 es generalmente considerada benéfica en la enfermedad hepatica
(Bataille & Manautou, 2012) porque juega un papel importante a través de la transcripcion de los
antioxidantes enddgenos, pero en el presente trabajo se descarté la participacion de este factor
de transcripcion.

Bajo condiciones normales la vida de Nrf2 es muy corta y se regula por Keap 1 (proteina 1 asociada
a ECH tipo Kelch) en el citoplasma (Holmstrom et al., 2016), y asi mantiene su forma “inactiva”
(Taguchi et al., 2011) hasta que es degradado en los proteosomas por ubiquitinacién o
fosforilacién por glucégeno sintasa quinasa 3 (GSK3) por medio de la via del complejo ligasa de
ubiquitina SCFBTrCP (Rada et al., 2011). Por el contrario, la activacion de Nrf2 ocurre en respuesta
a electrofilicos y por estrés oxidativo (Holmstrom et al., 2016) que motiva su traslocacién al nicleo

para unirse al ADN y asi regula la expresién de enzimas citoprotectoras. También puede activarse
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la inhibicidon de NFkf para proteger a otras células diferentes a los hepatocitos. Lo que indica que

la supresion de Nrf2 esta asociado con la intervencidon de células inflamatorias (Li et al., 2014).
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Figura 44. Expresion génica de Nrf2 en el higado de ratas con daiio agudo inducido por TAA. Los resultados
se expresan en unidades arbitrarias (u. a). Las barras representan la media con su error estandar, n=8. Las
diferencias con el vehiculo se indican como a, mientras que las diferencias respecto a TAA son sefialadas
con b, p<0.05.

Dados los resultados, el incremento en los niveles de las enzimas antioxidantes, Nrf2 parece no
ser suficiente para reducir el estrés oxidativo y la inflamacion crénica porque los antioxidantes
tienen a descender en un ambiente oxidativo. Proveer a las células con antioxidantes exdgenos
pueden mejorar la capacidad del organismo para contener o disminuir el estrés oxidativo que no
puede ser inactivado por las fuentes enddgenas (Poljsak et al., 2013), o bien, promover su

activacién por mecanismos no dependientes de Nrf2 (Prasad, 2016), como ocurrié en EC+TAA.
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6.8. Expresion de TNF-a como mediador de inflamacion

El dafio hepatico agudo se caracteriza por la masiva y repentina muerte de las células, mientras
gue los hepatocitos dafiados pueden agravar y exacerbar el dafio por activacion inmune,
conducendo a respuestas inflamatorias (Ferriero et al., 2018) que permiten la contencion y
eliminacion de agentes patdgenos a través de la reparacidn de la zona afectada y la preservacidn
de la homeostasis del organismo (Okechukwu et al., 2013).

TNF-a es una citoquina que constituye uno de mayores inductores celulares, que incrementa su
expresidon durante la proliferacidn celular. Su activacidn se inicia en las células de Kuppfer tras la
exposiciéon a agentes xenobidticos y un mediador proinflamatorio durante el estrés oxidativo
relacionado con el dafio hepatico, conduce hace la fibrosis y muerte por apoptosis (Morio et al.
2001; Dutta et al., 2018). En este estudio, la toxicidad por TAA provocé un decremento en TNF-q,

que en EC+TA fue mds notorio (Figura 45).
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Figura 45. Expresién génica de TNF-a en el higado de ratas con dafio agudo inducido por TAA. Los
resultados se expresan en unidades arbitrarias (u. a). Las barras representan la media con su error
estdndar, n=8. Las diferencias con el vehiculo se indican como a, mientras que las diferencias respecto a
TAA son sefialadas con b, p<0.05.

La expresidon reducida de mARN de TNF-a indica una desactivacion de las células de Kupffer e

infiltracidn hepatica por células del sistema inmune. El principal mecanismo para la progresion de
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una enfermedad hepdtica crénica, independientemente de la causa, es la inflamacidn. A causa de
la capacidad regenerativa del higado, las lesiones necrdticas no son necesariamente criticas
(Marchyshak et al., 2018).

Debido a que NF-kB es un mediador central que regula la expresion de citoquinas (Dutta et al.,
2018) se asume que EC puede suprimir la activacion de NF-kB, y la subsecuente reduccion de la
expresion de TNF-a.

Las citoquinas actuan como mediadores centrales que se unen con receptores especificos de la
membrana de células diana, asi conducen a una cascada de reacciones como la induccion,
amplificacién o inhibicién de la actividad de los genes regulados por ellos. Entre las rutas de
sefializacion implicadas en la respuesta inflamatoria, los radicales libres juegan un papel
importante debido que son mediadores quimicos que activan la transcripcidn del factor nuclear

NFkS que promueve la expresidn de proteinas como citoquinas y TNF a (Echeverri et al., 2008).
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6.9. Estudio biodirigido

Para determinar la fraccidon de EC responsable de la actividad antioxidante y hepatoprotectora se
realizé un estudio biodirigido a través de la evaluacién de los parametros ALT, AST, FAL, GGT y

LDH que presentaron los cambios mas significativos al estudiar el efecto de EC.

6.9.1. Transaminasas

En la evaluacién de las fracciones de EC (FAC, FAE y FCL), los niveles de las enzimas ALT como de
AST se observaron altos y muy cercanos al grupo TAA (Figuras 46 y 47), lo que indica que a las 24
horas postinduccién ninguna de ellas consigud detener la accidn nectrética de TAA. La pérdida de
actividad bioldgica por el fraccionamiento se debe a factores como la fotoxidacién y la ausencia
de interaccion sinérgica entre los compuestos presentes (Sanchez-Peralta et al., 2015). La accién
combinada de dos 0 mas grupos de compuestos puede resultar en un mayor efecto que una solo

(Aro et al., 2019), como fue observado en la evaluacion de EC.
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Figura 46. Efecto de las fracciones (FAC, FAE y FCL) sobre los niveles de ALT en el suero de ratas con dafo
hepatico inducido por TAA. Los resultados son expresados en U/L. Las barras representan la media con
error estandar, n=8, por duplicado. Las diferencias con el vehiculo son expresadas como a; mientras que

las diferencias respecto a TAA con la letra b, p<0.05.
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Figura 47. Efecto de las fracciones (FAC, FAE y FCL) sobre los niveles de AST en el suero de ratas con dafio
hepatico inducido por TAA. Los resultados son expresados en U/L. Las barras representan la media con
error estandar, n=8, por duplicado. Las diferencias con el vehiculo son expresadas como a; mientras que
las diferencias respecto a TAA con la letra b, p<0.05

Durante la biotransformacion de TAA diversas especies reactivas son producidas, entre ellas la
tioacetamida sulféxido y tioacetamida disulfoxido. Estos radicales libres danan la célula por
peroxidacién lipidica que causa la pérdida de la permeabilidad de la membrana celular (Sing et
al., 2011), lo que podria explicar el incremento en los niveles de ALT y AST observados en los

grupos TAA, FAC, FAE y FCL.

6.9.2. Fosfatasa alcalina (FAL)

En el estudio con las fracciones, éstas presentaron una reduccién significativa respecto al grupo
TAA, de 19.3, 28 y 45.2% para FAC, FAE y FCL, respectivamente (Figura 48). Este comportamiento
también fue demostrado por Kaur et al. (2019) en las fracciones de Cassia fistula, cuyo
pretratamiento seguido por la intoxicacidon por TAA reestablecié la funcién hepatica debido a su

potencial hepatoprotector.
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Figura 48. Efecto de las fracciones (FAC, FAE y FCL) sobre los niveles de FAL en el suero de ratas con dafo
hepatico inducido por TAA. Los resultados son expresados en U/L. Las barras representan la media con
error estandar, n=8, por duplicado. Las diferencias con el vehiculo son expresadas como a; mientras que
las diferencias respecto a TAA con la letra b, p<0.05.

Los niveles de FAL en suero dependen de la actividad de varios tejidos generadores de la enzima,
como hueso, rifidn e intestino (Singh et al., 2011), y se incrementan en el suero después del dafio
(Ukpabi-Ugo et al., 2019), por lo que su disminucién puede asociarse a la capacidad de las
fracciones y sus compuestos presentes para favorecer su depuracion a través de la bilis, a pesar
de que los niveles de FAL pueden mantenerse elevados hasta por una semana después de liberase

la obstruccidén biliar (Church & Watkins, 2017).

6.9.3. Gamma glutamil transpeptidasa

A diferencia del estudio en EC, las fracciones probadas no consiguieron disminuir los niveles de
esta enzima en comparacidon a TAA, y aunque FAC presentd los niveles superiores, no existen
diferencias significaticas respecto a TAA (Figura 49). Si GGT es un un marcardor de la depresién
de glutatidn en el higado, y sus altos niveles se relacionan con la disminucién de los antioxidantes
del sistema de defensa enddgeno (Koenig & Seneff, 2015), los resultados observados en FAC, FAE

y FCL indican que las fracciones probadas no tienen la capacidad hepatoprotectora ejercida por
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EC, y confirman que la separacion de los compuestos a través del fraccionamiento lleva a la

pérdida de la actividad bioldgica.
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Figura 49. Efecto de EC sobre los niveles de GGT en el suero de ratas con dafio hepatico inducido por TAA.
Los resultados son expresados en U/L. Las barras representan la media con error estandar, n=8, por
duplicado. Las diferencia con el vehiculo son expresadas como a; mientras que las diferencias respecto a
TAA se expresan como b, p<0.05.

6.9.4. Lactato dehidrogenasa

En la Figura 50 se observa que las fracciones probadas exhibieron decrementos importantes en
la actividad de esta enzima, de 74.6, 30 y 42.3% para FAC, FAE y FCL respectivamente., y se
relaciona ampliamente con la estabilidad de la célula frente al dafio necrético producido por la

TAA (Faloppi et al., 2016; Ferriero et al., 2018).
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Figura 50. Efecto de las fracciones (FAC, FAE y FCL) sobre los niveles de LDH en el suero de ratas con dafio
hepatico inducido por TAA. Los resultados son expresados en U/L. Las barras representan la media con
error estandar, n=8, por duplicado. Las diferencias con el vehiculo son expresadas como a; mientras que
las diferencias respecto a TAA se expresan como b; p<0.05.

108



CONCLUSIONES
VII. CONCLUSIONES

Através del presente trabajo se determind que el uso del extracto etandlico de Croton hypoleucus

es seguro, con una DLsp mayor a 5000 mg/kg.

El efecto hepatoprotector del extracto etandlico de C. hypoleucus se asocia ampliamente con su
capacidad para mantener los parametros parametros bioquimicos en suero., sin embargo, esta

propiedad es afectada por el fraccionamiento quimico.

El extracto etandlico de Croton hypoleucus posee actividad antioxidante moderada atribuida a la

sinergia de los compuestos tipo fenol, taninos, saponinas, terpenos y esteroles presentes.

El principal mecanismo de hepatoproteccidén del extracto de Croton hypoleucus esta asociado a
sus propiedades antioxidantes y su capacidad para modular a catalasa como parte del sistema de

defensa enddgeno.

Croton hypoleucus afecta la expresion TNF-a, por lo que reduce la accion inflamatoria de
tioacetamida, posiblemente debido los compuestos S-sitosterol, hipoleina A-B y crotonpeno B

asilados e identificados en el extracto.

Las propiedades antioxidantes y hepatoprotectoras del extracto etandlico de Croton hypoleucus
fueron demostradas a través de su capacidad para mantener los pardmetros bioquimicos y
modular la expresién de enzimas antioxidantes, asi como normalizar GSH después del dafio

causado por TAA.

El extracto etandlico de Croton hypoleucus podria considerarse como una fuente de compuestos
bioactivos para la prevencion del dafio hepatico agudo en la medicina tradicional

complementaria.
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VIil. APENDICE

8.1. Preparacion del reactivo de Meyer

Se disuelve 3.6 g de HgCl; en 100 ml de agua destilada. Por separado se disuelve KI en 40 ml de

agua destilada. Se mezclan ambas soluciones y se afora a 250 ml con agua destilada.

8.2. Preparacion del reactivo de Draggendorf
Soluciéon A: 0.85 g de Bi(NOs) 3 en 10 mL de 4cido acético glacial y 40 mL de agua. Calentar.

Solucion B: 8 g de Kl disuelto en 30 mL de agua. Se mezclan las soluciones Ay B en relacién 1:1.

Al momento de su uso mezclar mezcla AB: acido acético anhidro: agua (1:2:10).

8.3. Reactivo de Benedict

En 50 ml de agua destilada mezclar 4.3 g de sulfato de cobre pentahidratado, 4.3 g de citrato de

sodio y 25 g de carbonato de sodio anhidro. Aforar a un volumen de 250 ml con agua destilada.
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