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RESUMEN

El sindrome metabdlico, que incluye condiciones como la dislipidemiay el dafio hepatico agudo,
es una de las preocupaciones de salud publica principales debido a su alta incidenciay su relacion
con enfermedades cardiovasculares y hepaticas. Frente a este panorama, el uso de plantas
medicinales ha cobrado relevancia como alternativaterapéutica, ya que muchas de ellas contienen
compuestos bioactivos con efectos terapéuticos conocidos desde épocas ancestrales. Cecropia
obtusifolia (CROB), conocida como ‘“guarumbo”, es una planta reconocida en la medicina
tradicional por sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, y hepatoprotectoras, atribuidas a
compuestos como flavonoidesy terpenos. A pesar del uso extendido de esta planta, son limitados
los estudios cientificos que respalden su eficacia en el manejo especifico de la dislipidemiay el
dafo hepético agudo. Por ello, este trabajo tiene como objetivo evaluar el efecto farmacologico
del extracto de acetato de etilo de las hojas de C. obtusifolia (E-Co) en un modelo experimental de
ratas con dislipidemiay dafio hepatico inducidos. Para ello, se disefiaron 12 grupos experimentales
que incluyeron controles y tratamientos conel E-Co y omega-3, con el fin de analizar de manera
sistematica sus posibles efectos hepatoprotectores e hipolipemiantes del extracto frente al dafio
inducido por tiloxapol y tetracloruro de carbono. El E-Co fue obtenido mediante un proceso de
extraccion por Soxhlet y posteriormente se evaluaron marcadores bioquimicos relevantes, como
fosfatasaalcalina, catalasa, lipoperoxidacion, triglicéridos, y colesterol. Los resultados sugirieron
que el E-Co es una fuente importante de compuestos fendlicos, flavonoides, y taninos, lo que le
confiere una notable capacidad antioxidante. Ademas, el tratamiento con E-Co disminuyo
significativamente los niveles de lipidos séricos, redujo el estrés oxidativo, y protegio los tejidos
hepaticos del dafio inducido.

Este estudio indica que el extracto de acetato de etilo de C. obtusifolia tiene un gran potencial
terapéutico para el manejo de la dislipidemiay el dafio hepatico asociado al sindrome metabdlico;
Su accidn antioxidante y hepatoprotectoras refuerzasu utilidad como alternativa natural con bases
cientificas solidas, abriendo nuevas posibilidades para su aplicacion en el desarrollo de
tratamientos complementariosy estrategias innovadoras contra estas condiciones.

Palabras clave: Cecropia obtusifolia, dislipidemia, dafio hepatico, esteatohepatitis, extractos
vegetales.



1. INTRODUCCION

El sindrome metabolico (SM) es un problema de salud pablica cuya prevalencia varia segun
factores como la edad, el sexo, el origen étnico, y el estilo de vida. De acuerdo con la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), se estimaque entre el 20 y el 25% de la poblacién adulta del mundo
padece este sindrome, lo cual duplica las probabilidades de mortalidad y triplica la probabilidad
de sufrir un ataque cardiaco o un accidente cerebrovascular en comparacion con personas que no
presentan estas alteraciones (Villalba Torres et al.,, 2021). En los ultimos afios el SM ha
representado un desafio creciente para la salud publica debido a su asociacion con enfermedades
cardiovasculares, hepaticas y metabdlicas (Fragozo-Ramos, 2022).

El SM se caracteriza por la coexistenciade obesidad visceral, dislipidemia, resistenciaa lainsulina
y enfermedades hepaticas como la enfermedad de higado graso asociada al metabolismo (por sus
siglasen inglés, MASLD, antes llamada enfermedad de higado graso no alcohélico, NAFLD). En
este contexto, el metabolismo de los lipidos desempefia un papel crucial en la progresion de estas
alteraciones metabolicas, ya que un desequilibrio en la sintesis, almacenamiento o degradacion de
los lipidos y el estrés oxidativo contribuye al estado inflamatorio crénicoy la disfuncion hepatica
(Estefes-Duarteet al., 2024).

Entre las complicaciones mas graves de MASLD, se encuentra la esteatohepatitis asociada a la
disfuncion metabdlica (MASH) la cual se caracteriza por inflamacion, estrés oxidativo, y dafio
celular que pueden conducir a fibrosisy dafio hepatico progresivo, que eventualmente conducen a
la cirrosis (Graffigna et al., 2017). Se ha identificado que la acumulacién de grasa en el higado
esta estrechamente relacionada con la resistencia a la insulina, lo que favorece la progresionde la
enfermedad (Lahsen, 2014). Asimismo, la dislipidemia y la MASH estan altamente
correlacionadas, ya que aproximadamente el 50% de los pacientes con dislipidemia desarrollan
MASH (Chalasani et al., 2012).

La dislipidemiaes una condicion donde existe una alteracion en el metabolismo de los lipidos
séricos, caracterizada por niveles anormales de colesterol (COL), triglicéridos (TG) o ambos,
ademas de niveles anormales de especies de lipoproteinas relacionadas (Berberich y Hegele,
2022). Esta condicion contribuye significativamente a la progresion de la enfermedad hepética a
traves de mecanismos inflamatorios y oxidativos que afectan la funcion del higado. Por ello, es
crucial evaluar de manera conjunta, la dislipidemiay el dafio hepatico asociado a MASH, ya que

ambos representan riesgos importantes para la salud cardiovasculary hepatica.



En la busqueda de nuevas estrategias terapéuticas, las plantas medicinales han surgido como una
fuente prometedora de compuestos bioactivos con potencial terapéutico sobre enfermedades
metabolicas. Un ejemplo de ello es Hibiscus sabdariffa, cuyos extractos han demostrado actividad
en laregulacion de vias de inflamaciony estrés oxidativo mediante lainhibicidn del factor nuclear
kappa B (NF-xB) y la activacion de factor nuclear eritroide 2 relacionado con el factor 2 (Nrf2)
(Espinosa-Sanchez et al., 2025). De manera similar, Cecropia obtusifolia (CROB) ha recibido
especial atencion debido a sus propiedades farmacoldgicas, entre ellas sus efectos hipotensores,
hipoglucemiantes, hipolipemiantes, y antipaltdicos, atribuidos a la presencia de metabolitos
secundarios, como el acido clorogénico y la isoorientina. Gracias a su potencial antioxidante y
antiinflamatorio, se ha sugerido que CROB podria ofrecer una alternativa terapéutica para el
manejo de la dislipidemiay la MASH. No obstante, su efecto especifico sobre la dislipidemiay el
dafio hepético agudo aun no ha sido suficientemente investigado. Por ello, el presente estudio tiene
como objetivo evaluar el efecto farmacologico del extracto de acetato de etilo de las hojas de
CROB en un modelo de dislipidemiay dafio hepatico agudo en ratas; se busca esclarecer su
impacto en la regulaciéon de los lipidos séricos y en la mitigacion del dafio hepético,
proporcionando una base cientifica que podria abrir nuevas vias para el tratamiento de estas
condiciones asociadas al SM.

Con esta investigacion, se abundé en validar efectos terapéuticos novedosos en adicion a los usos
medicinales tradicionales de Cecropia obtusifolia ya descritos, proporcionando mayor evidencia

cientifica que respalde su aplicacion en el manejo de trastornos metabolicos y hepaticos.



2. MARCO TEORICO
2.1 Sindrome metabdlico

El sindrome metabdlico es un grupo de trastornos metabolicos asociados con el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y aterosclerosis. Se caracteriza por
la presencia de trastornos metabdlicos como dislipidemia, presion arterial elevada, aumento del
nivel de glucosa, entre otros (Tkachenko et al., 2020).

La obesidad es una de las manifestaciones mas tempranas del sindrome metabdlico, es considerada
una enfermedad cronica y multifactorial, caracterizada por el deposito excesivo de grasa, lo cual
resulta perjudicial para la salud (World Health Organization, 2024). Varias consecuencias de la
acumulacion excesiva de grasa se asocian con laafectacion de la estructuray laactividad funcional
del tejido adiposo. En la actualidad, la obesidad se caracteriza como una condicion de inflamacion
crénica sistémica (inflamacion de grado bajo). La secuela clave de la inflamacion del tejido
adiposo es la resistenciaa la insulina que conduce a DM2y ala MASLD (Clariaet al., 2012). Esta
inflamacion, asociada con el estrés oxidativo aumenta el riesgo de desarrollar enfermedades

cronicas como hipertension arterial y dislipidemias (Tkachenko et al., 2020).

2.2 Dislipidemias

Las dislipidemias son alteraciones del metabolismo de los lipidos a nivel sanguineo, ocasionando
incrementos en la concentracion plasmatica de colesterol LDL (hipercolesterolemia), triglicéridos
(hipertrigliceridemia) o ambos (mixta), y/o niveles bajos de colesterol asociado a lipoproteinas de
alta densidad (HDL) (Jerez Fernandez et al., 2023).

2.2.1 Clasificacién

De acuerdo con su etiologia, las dislipidemias se clasifican como dislipidemias primarias o
genéticas y secundarias. El origen de las dislipidemias primarias se atribuye en gran medida a
factores poligénicos, es decir, que su aparicion se debe a la presencia de numerosas variantes
genéticas (polimorfismos de un solo nucleétido, SNPs), y en menor medida resultan ser de origen
monogénico. Por otra parte, las dislipidemias secundarias se presentan con mucha mayor
frecuencia y son causadas por factores ambientales, malos habitos higiénico-dietéticos o por la
presencia de otra enfermedad subyacente, tal como trastornos metabolicos, endocrinos, y
enfermedades crénicas del higado y rifién (Candas Estébanez et al., 2019). La clasificacion de las



principales dislipidemias secundarias segun su etiologiay su perfil lipidico se presentaen la Tabla
1 (Candas Estébanez et al., 2019; de Abajo Olea, 2009).

Una de las causas mas comunes de dislipidemias secundarias es la obesidad, la cual esta
estrechamente vinculada con el sindrome de resistenciaa la insulina, especialmente en casos donde
el exceso de grasa se acumula en la region visceral o toracoabdominal. Este tipo de dislipidemia
se caracteriza generalmente por una hipertrigliceridemia, acompafada de un aumento leve en el
colesterol total, pero con una marcada reduccion en los niveles de colesterol HDL, lo que a su vez
incrementa la relacién colesterol total/colesterol HDL (Maiz, 1997). Independientemente del tipo
de dislipidemia (DLP) del que se esté hablando, en todos los casos, la fisiopatologia de las DLP
obedece a deficiencias en los sistemas de transporte, almacenamiento y/o excrecion de los lipidos.
Por ello, en las lineas subsecuentes se describen brevemente los aspectos principales del
metabolismo lipidico.

Tabla 1
Dislipidemias secundarias principales segun su etiologia y su perfil lipidico

Alteracion lipidica Perfil lipidico Causas

Hipertrigliceridemia Elevacion en triglicéridos, con Obesidad, DM2, hepatitis,
aumento de quilomicronesy VLDL. insuficienciarenal, farmacos.

Hipercolesterolemia Aumentoen los niveles plasmaticos de  Hipotiroidismo, sindrome
LDL y colesterol total en ayunas (> nefrético, trasplante renal,
200 mg/dL 0 > 5.2 mmol/L). farmacos

Hiperlipidemia Incremento simultaneo de colesterol (>  Sindrome nefrético,

mixta 200 mg/dL) y triglicéridos (> 150 hipotiroidismo, DM2 y
mg/dL). obesidad, farmacos.

2.2.2 Metabolismo lipidico
Los lipidos (como los triglicéridos, los fosfolipidos, y el colesterol) son esenciales para el

organismo debido a su papel en el suministro de energia, la estructuracion de las membranas
celulares, y su participacion en funciones metabolicas especificas. Ladigestion de los lipidos inicia
en el estdmago por la accion de lipasas lingualesy gastricasy se completaen el intestino delgado
con enzimas pancreaticas como la lipasa pancredtica, la hidrolasa del éster de colesterol y la
fosfolipasa A2, tal como se ilustraen la Figura 1 (Costanzo, 2011). Este proceso descompone los



lipidos en monoglicéridos, acidos grasos, y lisolecitina, los cuales son absorbidos en el lumen

intestinal tras su incorporacién en micelas anfipaticas formadas por sales biliares (Hall, 2011).

DIGESTION DE LOS LiPIDOS

Triglicéridos Ester de colesterol Fosfolipido
Llpasgs Ilnguales,' ' CfJIesteroI éster Fosfolipasa A,
gastricas y pancraticas hidrolasa

Acido graso )
Monoglicéridos| Colesterol | Acido graso Lisolecitina | Acido graso
Acido graso

Figura 1 Digestion de los lipidos (Constanzo, 2011).

En las células epiteliales intestinales, los productos de digestion lipidica se re-esterifican en el
reticulo endoplasmico liso, y, junto con apoproteinas sintetizadas en el aparato de Golgi, forman
quilomicrones. Estas particulas, compuestas por triglicéridos, fosfolipidos, colesterol y
apoproteina B, ingresan a la linfay posteriormente son transportadas hacia el conducto toracico,
desde donde se vierten al torrente sanguineo (Costanzo, 2011; Hall, 2011). Una vez en el plasma,
los quilomicrones son procesados por la lipoproteina lipasa, enzima encargada de hidrolizar los
triglicéridos y fosfolipidos, generando acidos grasos y glicerol que son almacenados en los
adipocitosy células musculares o utilizados como fuente de energia (Hall, 2011).

Cuando se requiere movilizar las reservas de grasa, los trigliceridos almacenados en los adipocitos
son hidrolizados en acidos grasos libres a través de mecanismos regulados por hormonas o por la
falta de a-glicerofosfato, un fenémeno asociado a la insuficiencia de glucosa en los adipocitos.
Durante el estado post-absortivo, el higado emplea los lipidos restantes en el plasma para sintetizar
lipoproteinas como VLDL, LDL, IDL y HDL, las cuales son responsables del transporte de lipidos
hacia los tejidos periféricosy su retorno al higado (Hall, 2011).

En la dislipidemia, hay un incremento en la sintesis de triglicéridos y la produccion de
lipoproteinas VLDL, lo que contribuye a la acumulacion de grasa hepatica. Este proceso puede
estar relacionado con alteraciones en la regulacion del metabolismo lipidico y se asocia con un
mayor riesgo de enfermedades metabolicas como el higado graso no alcohdlico (Chalasani et al.,
2012).



Dentro del metabolismoy homeostasis de los lipidos, es importante mencionar que esta altamente
regulado por factores de transcripcién como los receptores activados por proliferadores de
peroxisomas (PPARS), los factores de transcripcion de la familia de proteinas de union a elementos
reguladores de esterol (SREBP), y el factor nuclear kappa B (NFkB), los cuales coordinan la
sintesis, almacenamiento, y degradacion de acidos grasos, colesterol y triglicéridos (Estefes-
Duarte et al., 2024). En condiciones fisioldgicas, los PPARs regulan la oxidacion de &cidos grasos
en el higado y el tejido adiposo, mientras que los SREBP promueven la sintesis de colesterol y
triglicéridos. Sin embargo, una activacion excesiva de estos factores por dietas hipercaloricas
puede derivar en lipogénesis exacerbada y acumulacién hepéatica de grasas, favoreciendo el
desarrollo de MASLD vy dislipidemia.

2.2.3 Fisiopatologia

Los tipos principales de lipoproteinas involucradas en la dislipidemiason las lipoproteinas de baja
densidad (LDL), lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), lipoproteinas de alta densidad
(HDL), y los quilomicrones. La alteracion en la sintesis, transporte, y eliminacion de estas
lipoproteinas es el principal factor desencadenante de la dislipidemia (Zapata Jaramillo, 2016).
La hipertrigliceridemia se caracteriza por un aumento en los niveles de triglicéridos en sangre,
acomparfiado de un leve incremento en el colesterol total y una disminucion significativa en el
colesterol HDL. Estos cambios alteran la relacion colesterol total/colesterol HDL, lo que
incrementa en el riesgo cardiovascular. La base fisiopatoldgicade esta condicién radica en una
mayor sintesis hepaticade triglicéridos debido a un aumento en la disponibilidad de acidos grasos
libres, proceso comunmente asociado con resistencia a la insulina e hiperinsulinemia. Como
resultado, el higado secreta una mayor cantidad de particulas de VLDL lo que eleva la
concentracion plasmaticade triglicéridos.

Adicionalmente, la reduccion de colesterol HDL se debe a la transferencia de triglicéridos hacia
estas lipoproteinas a través de un cambio intravascular de lipidos. Esto acelerasu catabolismo por
la accion de la lipasa a un ritmo mas rapido debido a la lipasa hepatica, lo que lleva a una menor
cantidad de HDL circulante y, por lo tanto, a un mayor riesgo aterogénico. A su vez, las LDL
también se ven afectadas en este proceso, ya que incorporan triglicéridos y son parcialmente
metabolizadas por la lipasa hepética, lo que las vuelve més pequefias, densas y susceptibles a la
oxidacion. Estas LDL oxidadas presentan una menor afinidad por los receptores apo B, lo que

reduce su eliminaciény favorece su acumulacion en las arterias, promoviendo el desarrollo de



enfermedad cardiovascular (Maiz, 1997). El patrén clasico de dislipidemia en el SM se asocia con
la incapacidad de la insulina para inhibir la lipélisis el en tejido adiposo, esta alteracion provoca
un aumento en la liberacion de acidos grasos libres (AGL) hacia el higado, lo que estimula la
secrecion de apolipoproteina B, el principal componente proteico de las lipoproteinas VLDL y
LDL. Como consecuencia, la dislipidemia en el SM se caracteriza por niveles elevados de LDL,
asi como una reduccion de HDL (Fonseca et al., 2018). Dentro de los factores secundarios que
pueden contribuir al desarrollo de dislipidemia se encuentran el hipotiroidismo, resistenciaa la
insulina, sindrome nefrotico, obesidad, y consumo excesivo de alcohol, los cuales alteran el
metabolismo lipidicoy exacerban la dislipidemia (Jerez Fernandez et al., 2023).

El estado inflamatorio crénico asociado a la obesidad y la resistencia a la insulina también
desempefia un papel clave en la progresion de la dislipidemia. La presencia de citocinas
proinflamatorias, como la interleucina-6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral o (TNF-a),
interfierenen el metabolismo de las lipoproteinas. Ademas, la oxidacion de las particulas de LDL
produce LDL oxidada (oxLDL), una forma altamente aterogénica que desencadena respuestas
inmunitariasy contribuye al desarrollo de aterosclerosis (Lahsen, 2014)

2.2.4 Epidemiologia

La prevalencia de la dislipidemia varia segun el tipo, el contexto clinico, regién y la poblacion
estudiada. A nivel global, se estima que entre el 30 y 50% de los adultos presentan algun tipo de
alteracion lipidica, dependiendo del pais y de los criterios utilizados para su diagnostico. En
México, la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién (ENSANUT) 2018, reportd que el 30% de la
poblacion tuvo resultados anormales en su perfil de lipidos, lo que resulta la importancia de un
monitoreo adecuado y estrategias preventivas parareducir el riesgo cardiovascular en la poblacion
general (Romero-Martinezetal., 2019).

2.2.5 Diagndstico

El diagnostico de dislipidemias se basa en la evaluacion del perfil lipidico, el cual incluye la
cuantificacion de colesterol total, triglicéridos, lipoproteinas de baja densidad (LDL) y
lipoproteinas de alta densidad (HDL). Segun los criterios del Adult Treatment Panel 11l (ATP 1),

los valores de referenciapara LDL se clasifican como se muestraen la Tabla 2.



Tabla 2
Valores de referencia de los niveles de colesterol LDL de acuerdo con el ATP 11l (mg/dL)

Estado Valores de referencia

Optimo < 100 mg/dL

Cercano alo 6ptimo entre 100 - 129 mg/dL

Limitrofe alto entre 130 - 159 mg/dL

Alto entre 160 - 180 mg/dL

Muy alto cuando es > 190 mg/dL

Asimismo, un nivel bajo de HDL se define como <40 mg/dL y los triglicéridos se consideran en
nivel alto cuando estan >200 mg/dL. La interpretacion de estos parametros es fundamental para la
identificacion temprana de alteraciones lipidicas y la implementacion de estrategias terapéuticas
adecuadas.

2.2.6 Marcadores de dislipidemia

Los marcadores de dislipidemia son biomoléculas clave que reflejan el estado del metabolismo

lipidicoy permitenevaluar el riesgo de enfermedades cardiovasculares y metabolicas.

2.2.6.1 Triglicéridos

La hipertrigliceridemia, es decir, el incremento en los niveles plasmaticos de triglicéridos es un
marcador de dislipidemiaasociado con el sindrome metabélicoy enfermedades cardiovasculares.
Los triglicéridos se transportan en lipoproteinas como VLDL y quilomicrones, y su alto nivel en
sangre puede reflejar disfunciones metabdlicas importantes (Miguel-Soca, 2009).

2.2.6.2 Colesterol
El colesterol total representa la suma de todas las fracciones de colesterol presentes en el

organismo. Aunque es esencial para diversas funciones celulares, niveles altos de colesterol total
son un marcador de riesgo para enfermedades cardiovasculares, ya que indican una acumulacion
de lipidos que pueden predisponer a la formacion de placas en las arterias (Jerez Fernandez et al.,
2023).

La medicion de triglicéridosy colesterol en sangre es un criterio fundamental en el diagndstico y
monitoreo de la dislipidemia; asi, estos pardmetros se cuantifican mediante métodos enzimaticos

espectrofotométricos, los cuales permiten determinar con precisién las concentraciones lipidicas



en el suero. La evaluacién regular de estos marcadores es crucial para la deteccion temprana de

dislipidemiay para la implementacion de intervenciones terapéuticas adecuadas.

2.2.6.3 Tiloxapol - Inductor de dislipidemia

El tiloxapol (TI) es un polimero liquido con propiedades surfactantes que ha sido ampliamente
estudiado por sus aplicaciones biomédicas en modelos de aterogenia hiperlipidémicay como un
profilactico contra endotoxinas debido a su capacidad de alterar el metabolismo lipidico. Se ha
demostrado que el Tl induce dislipidemiaal modificar la estructuray funcion de las lipoproteinas,
aumentando la sintesis de colesterol, haciéndolas refractivas a la accién de las enzimas lipoliticas,
retardando su remocionen la sangre y tejidos. Su mecanismo de accidn incluye la inhibiciéncd la
lipoproteinalipasa (LPL) y laactivacion de la hidroximetilglutaril — Coenzima A reductasa (HMG-
CoA reductasa), enzima clave en la sintesis intracelular de colesterol hepatico (Avendafio Ayala,
2010). Ademas, varios estudios han demostrado que el Tl puede presentar efectos duales
dependiendo de la dosis y el tiempo de exposicion. Con concentraciones bajas (25-50 pg/mL) y
tiempos cortos de incubacién (1 o 2 horas), se ha reportado que posee propiedades antioxidantes;
sin embargo, a dosis elevadas (250 y 500 pug/mL) y exposiciones prolongadas (4 horas), se ha
observado que puede generar citotoxicidad lo que sugiere que su efecto sobre el metabolismo

lipidico puede estar influenciado por la concentracion administrada (Jung-huaet al., 2008).

2.2.7 Tratamiento farmacoldgico

El tratamiento farmacologico de la dislipidemiaincluye el uso de estatinas, que inhiben la sintesis
de colesterol en el higado, y fibratos, que reducen los niveles de triglicéridos. Otros medicamentos
como los inhibidores de proconvertasa subtilisina-kexina 9 (PCSK9), una proteina que regula la
cantidad de receptores de LDL, también han demostrado ser efectivos en la reduccion de los
niveles de colesterol LDL (Jerez Fernandez et al., 2023).

2.2.8 Tratamiento no farmacoldgico

El manejo de la dislipidemia con compuestos bioactivos es una estrategia clave dentro de los
enfoques no farmacoldgicos para mejorar el perfil lipidicoy reducir el riesgo cardiovascular. Los
compuestos bioactivos, como los flavonoides, acidos grasos omega-3, fitoesteroles, y fibra soluble,
han mostrado efectos beneficiosos en la modulacion de los lipidos plasmaticos (Houston et al.,
2009).
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2.3 Enfermedad hepatica esteatdsica asociada al metabolismo (MASLD) y esteatohepatitis
metabdlica (MASH)

La esteatohepatitis metabolica (MASH), precedida de la enfermedad hepatica esteatdsica asociada
a la disfuncion metabdlica (MASLD), son dos enfermedades estrechamente relacionadas que
suelen aparecer secuencialmente como manifestaciones hepaticas del SM. Sin embargo, a fin de
comprender mejor el origeny las implicaciones patoldgicas de estos padecimientos, primeramente,
se ofrece una breve descripcién del higado y sus 6rganos accesorios, asi como su papel en el
metabolismo de los lipidos y su relacion con el metabolismo de los carbohidratos.

2.3.1 Higado y sus funciones

2.3.1.1 Anatomia Yy fisiopatologia hepatica
El higado es el 6rgano metabdlicamente mas activo del cuerpo y desempefia funciones clave en la

regulacion del metabolismo de lipidos, carbohidratos, y proteinas. Entre sus funciones principales
se encuentran laformacion de bilis, la sintesis de factores de coagulacion, y servir como reservorio
de vitaminas y hierro. Esta dividido en l6bulos y alberga millones de hepatocitos, las células

encargadas de las principales funciones hepaticas (Hall, 2011).

2.3.1.2 Papel del higado en el metabolismo de los carbohidratos
Los carbohidratos son biomoléculas fundamentales para el metabolismo energético y estructural

del organismo. En un adulto, el cuerpo almacena aproximadamente 440 g de carbohidratos
distribuidos principalmente en tres depositos: cerca de 325 g de glucdgeno en los musculos, entre
90y 100 g en el higado y alrededor de 15 a 20 g en la sangre en forma de glucosa.

Ademas de su funcion como fuente de energia, los carbohidratos participan en la composicién de
acidos nucleicos, glucoproteinasy glucolipidos, y pueden transformarse en aminoacidos o grasas
segun las necesidades metabolicas del organismo (Saladin, 2013).

Hall (2011) describe que el metabolismo de los carbohidratos incluye dos procesos centrales
regulados por el higado: la gluconeogénesis y la glucogendlisis. La gluconeogénesis permite el
almacenamiento de glucosa en forma de glucogeno, principalmente en células hepaticas y
musculares. El glucdgeno constituye entre el 5y el 8% del peso celularen el higado y entreel 1y
el 3% en las células musculares. Por el contrario, la glucogendlisis descompone el glucégeno
almacenado en glucosa para su utilizacion en procesos metabo6licosy la produccion de energia. En

este contexto, el higado desempefia un papel central como depdsito de glucégeno, ademas de

11



participar en la conversion de galactosa y fructuosa en glucosa, regular la gluconeogénesis y
glucogenodlisis, y formar compuestos quimicos a partir de los intermediarios del metabolismo de
carbohidratos.

En la digestion de los carbohidratos, los productos finales son glucosa, fructuosay galactosa. Estas
moléculas son transportadas al higado, donde fructuosay galactosa se conviertenen glucosa, que
es liberada al torrente sanguineo para ser utilizada por las células tisulares. Segin Hall (2011), la
glucosa se transporta mediante dos mecanismos: en el epitelio de los tubulos renales y lamembrana
gastrointestinal, se utiliza un co-transporte activo de sodio-glucosa; mientras que, en la mayoria
de las células, el transporte ocurre por difusion facilitada, gracias a proteinas especificas que
mueven la glucosa a través de las membranas.

La secrecion de insulina por el pancreas es un factor clave en este proceso, ya que regula la
velocidad de transporte de glucosa hacia las células. Sin insulina, la cantidad de glucosa que
ingresa a las células es insuficiente para sostener el metabolismo energético; por lo tanto, la
insulinano solo desempefia un papel fundamental en la homeostasis glucémica, sino que también
asegura que la glucosa esté disponible para las células en momentos de alta demanda metabdlica
(Hall, 2011).

2.3.1.3 Sistemabiliar
Keith Moore et al. (2013) sefialan que los conductos biliares desempefian una funcion esencial en

el transporte de bilis desde el higado hacia el duodeno. La bilis es producida de manera continua
por los hepatocitos, que la secretan en los conductillos biliares formados entre estas células. Estos
conductillos drenan hacia los conductos biliares interlobulillares y, posteriormente, hacia los
conductos biliares colectores méas grandes de la triada portal intrahepética. Finalmente, estos
conductos confluyen para formar los conductos hepéaticos derecho e izquierdo, que se unen para
crear el conducto hepatico comun. Este Gltimo recibe la conexidn del conducto cistico proveniente
de la vesicula biliar, formando asi el conducto colédoco, encargado de transportar la bilis hacia el
duodeno.

La bilis tiene un papel clave en la digestion de las grasas. Se almacenay concentra en la vesicula
biliar, que la libera de manera intermitente al detectar la presencia de grasa en el duodeno. Su
funcion principal es emulsificar los lipidos, lo que facilita su absorcién en las porciones distales

del intestino delgado. Este sistema de transporte y accién de la bilis es fundamental para el
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metabolismo de las grasas y para la adecuada digestiény absorcion de nutrimentos (Keith Moore
etal., 2013).

2.3.1.4 Vesicula biliar
La vesicula biliar, con una longitud de 7 a 10 cm y una capacidad de hasta 50 mL de bilis, se

localiza en la cara visceral del higado. Tiene forma de pera y esta parcialmente rodeada por
peritoneo, que envuelve completamente su fondo y conecta su cuerpo y cuello al higado mediante
tejido conectivo proveniente de la capsula fibrosa hepatica (Keith Moore et al., 2013).

La vesiculabiliar desempefiaun papel clave en la regulacion de labilis; absorbe agua y electrolitos
de la bilis, logrando concentrarla entre 5 y 20 veces. Mientras tanto, el higado produce de 500 a
1,000 mL de bilis diariamente, lo que asegura un suministro constante para los procesos digestivos

que requieren la emulsificaciony absorcién de grasas (Saladin, 2013).

2.3.1.5 Bilis
La vesiculabiliar recibe, almacenay concentralabilis producida por el higado, liberdndola durante

la digestion (Drake et al., 2010). Este liquido verde esta compuesto por minerales, colesterol,
grasas neutras, fosfolipidos, pigmentos, y acidos biliares, siendo la bilirrubina su principal
pigmento, derivado de la descomposicionde la hemoglobina. En el intestino grueso, las bacterias
convierten la bilirrubinaen urobilindgeno, responsable del color marrdn de las heces. En ausencia
de bilis, las heces son gris blancuzco y contienen grasa no digerida, conocidas como heces acolicas.
Alrededor del 20% de la bilis no se reabsorbe y se eliminaen las heces, siendo esta la principal via
para la eliminacion del exceso de colesterol (Saladin, 2013).

2.3.1.6 Acidos biliares
Los &cidos biliares son esteroides sintetizados a partir del colesterol en los hepatocitos, tras su

produccién, son transportados a la bilis, donde se almacenan y concentran en lavesiculabiliar para
posteriormente ser liberados al lumen del intestino junto con la lecitina, un fosfolipido; su funcion
principal es facilitar ladigestiény absorcion de los lipidos provenientes de la dieta, actuando como
agentes emulsificantes que permiten la formacién de micelas necesarias para el transporte y
absorcion de grasas. Posteriormente, los acidos biliares son reabsorbidos en el ileon terminal y
recirculan hacia el higado a través de la circulacion enterohepatica. Este mecanismo eficiente
asegura que los acidos biliares se reutilicen varias veces durante el proceso digestivo, reduciendo

la necesidad de sintesis continuay contribuyendo a la homeostasis del colesterol (Saladin, 2013).
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2.3.2 Esteatohepatitis asociada a disfuncion metabdlica (MASH)

2.3.2.1 Generalidades
Anteriormente conocida como enfermedad de higado graso no alcoh6lico (NAFLD, por sus siglas

en inglés non-alcoholic fatty liver disease), la enfermedad de higado graso asociado a disfuncion
metabolica (MASLD, por sus siglasen ingles metabolic-associated steatotic liver disease) es una
enfermedad que se caracteriza por laacumulacién de grasa hepética equivalente a 5% o méas de la
masa total del higado. El espectro de esta enfermedad inicialmente integra Unicamente la presencia
de esteatosis hepatica (grasa hepatica); sin embargo, actualmente se sabe que la presencia cronica
de esta enfermedad, es decir, de grasa hepatica, induce la inflamacion progresiva del higado
(esteatohepatitis) (Saavedra-Chaconet al., 2021). De este modo, la esteatohepatitis originada por
la presencia cronica de MASLD se denomina esteatohepatitis asociada a disfuncion metabolica
(MASH, por sus siglas en inglés metabolic-associated steatohepatitis), y es considerada una etapa
avanzada de MASLD, que se caracteriza por la acumulacion de grasa en el higado, la presencia de
inflamacion hepaética, y dafio importante a los hepatocitos con presencia posible de fibrosis. En
comparacion con MASLD, MASH tiene un mayor riesgo de progresar a fibrosis hepatica, cirrosis

y carcinoma hepatocelular (Estes et al., 2018).

2.3.2.2 Fisiopatologia
Diversas investigaciones en modelos animales han sugerido que la progresion de MASLD) hacia

MASH ocurre en dos fases principales. En la primera, se produce la acumulacion excesiva de grasa
en el higado, lo que contribuye al desarrollo de resistenciaalainsulina; en la segunda fase, ocurren
alteraciones celulares y moleculares que incluyen estrés oxidativo, oxidacion de &cidos grasos, y
activacion de procesos inflamatorios mediados por citocinas.

Dentro de estos mecanismos, la colestasis juega un papel importante en la disfuncion hepatica. La
colestasis se define como una disminucién o interrupcion del flujo biliar, lo que impide total o
parcialmente lallegada de bilis al duodeno y provoca la acumulacién de acidos biliares, bilirrubina
y colesterol en el higado y la circulacidn sanguinea. Como consecuencia, se generan alteraciones
bioquimicasy clinicas, tales como ictericia, coluria, hipocoliay prurito, ademas de un aumento en
las enzimas hepaticas como fosfatasa alcalina (FAL) y gammaglutamil -transpeptidasa (GGT) (del
Valle Diaz et al., 2017).
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Entre los factores clave involucrados en esta progresion se encuentran la hiperinsulinemia, la
peroxidacion lipidica, la acumulacion de hierro hepatico, las modificaciones en la matriz

extracelular, y la alteracion del sistemainmunitario (Pouwels et al., 2022).

2.3.2.3 Epidemiologia
Actualmente, MASLD se ha convertido en la causa principal de enfermedad hepatica crénica en

los paises occidentales, con una prevalencia cercana al 24% en la poblacion general. Dentro de
este grupo, se calculaque el 59.9 % desarrolla MASH (Younossi et al., 2015). La enfermedad esta
estrechamente relacionada con el sindrome metabolico, lo que aumenta su incidenciaen personas
con obesidad, DM2, e hipertension. Aproximadamente entre el 3% y 5% de la poblacion general
padece MASH, y de estos casos cerca del 25% progresaraa cirrosis o carcinoma hepatocelular, lo
que resalta la importanciade su detecciony manejo oportuno (Guerra-Ruiz et al., 2021).

2.3.2.4 Diagnostico
El diagnostico de la esteatohepatitis asociada a disfuncién metabdlica (MASH) incluye estudios

histoldgicos, técnicas de imagen y la evaluacion de marcadores séricos. La biopsia hepaticasigue
siendo el estandar de referencia para su confirmacién, ya que permite identificar caracteristicas
histoldgicas como esteatosis, inflamacion lobular, y balonizacion celular (Buzzetti et al., 2016).
Los estudios de imagen, como la elastografia y la resonancia magnética, se han convertido en
herramientas valiosas para evaluar la fibrosis hepaticay evitar procedimientos invasivos. Ademas,
los marcadores séricos como alaninaaminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST)
suelen estar elevados en pacientes con dafio hepatico significativo. De acuerdo con (Eslam et al.,
2020) el diagnostico definitivo de MASH debe acompanarse de al menos un criterio metabolico,
como obesidad, DM2, o evidencia de disfuncion metabolica, lo que refuerza su estrecha relacion
con el SM.

2.3.2.5 Marcadores de funcionalidady dafio hepéatico

Marcadores de colestasis
Fosfatasa alcalina (FA). La fosfatasa alcalinaes una enzima hidrolasa que se encuentra en varios

tejidos, principalmente en el higado, hueso, rifidn, e intestino delgado (Gaw et al., 2015) Su funcidn
principal es la eliminacion de grupos fosfato de diversas moléculas, facilitando su metabolismo.
En condiciones normales, la FA se secreta en la bilis, pero cuando hay obstruccion biliar,

colestasis, o dafio hepatico, su actividad aumenta en el suero, convirtiéndola en un marcador
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confiable de colestasis (Sleisenger y Fordtran, 2017). La actividad de la FA puede detectarse en
orina, bilis, linfa, y suero, asimismo su elevacion se observa en cirrosis o en lesiones que ocupan
espacio, como los tumores. Ademas, puede incrementarse en situaciones no relacionadas con dafio
hepatico, como el embarazo (primer trimestre), ciertos tipos de cancer, y durante la nifiez, pubertad
y vejez (Mendez-Sanchez et al., 2001; Méndez-Sanchez y Uribe, 2003).

Gamma _Glutamil-Transpeptidasa (GGTP). Esta enzima cataliza la transferencia de grupos

gamma-glutamil desde péptidos a otros péptidos o aminoacidos; de hecho, es una enzima
ampliamente distribuidaen el organismo, pero con mayores concentraciones en higado y tabulos
renales (Gaw et al., 2015). Un aumento significativo en los nivelesde GGTP es el mejor indicador
de colestasis, y su incremento generalmente indica un dafio en el sistemabiliar o en el parénquima
hepatico Mendez-Sanchez et al. (2001).

Bilirrubina directa (BD). La bilirrubina es el producto del catabolismo del grupo hemo de la

hemoglobina. EI grupo hemo de la hemoglobina se convierte en bilirrubina, la cual se clasificaen
bilirrubina directa (BD) y bilirrubina indirecta (Bl). La BD, o bilirrubina conjugada, es
hidrosoluble debido a que se une al &cido glucurdnico enel higado y se excretaen labilis, mientras
que la Bl o no conjugada, es insoluble al agua y se transporta unida a la albumina (Posada-Ayala,
2015). Las concentraciones de bilirrubinatotal (BT) incluye ambas fracciones. Un aumento en los
nivelesde BT y BD puede reflejar una produccion excesivade bilirrubina que supera la capacidad
del higado para procesarla, o dafio en los hepatocitos que interfiere con su conjugacion. Esto puede
indicar toxicidad hepatica o colestasis, y suele presentarse por obstruccion biliar, ya sea por

calculos o atresia biliares (Tintinalli, 2013)

Marcadores de dafio
Alanina aminotransferasa (ALT). La ALT es una enzima citosélica predominante en los

hepatocitos desempefia un papel crucial en el metabolismo de aminoacidos al catalizar la
transferencia de grupos a-amino de la alanina hacia el acido a-oxoglutarico. Cuando se produce
dafio hepatico, como en casos de inflamacién o destruccion celular, la permeabilidad de la
membrana de los hepatocitos aumenta, lo que permite la liberacionde ALT al plasma. Esto eleva
las concentraciones de ALT en sangre, siendo un marcador sensible de necrosis hepética
(Sleisenger y Fordtran, 2017). Su incremento se asocia frecuentemente con lesion hepatocelular

aguda causada por hepatitis, sustancias toxicas, isquemiay falla cardiacaaguda (Gaw et al., 2015).
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Glucogeno. El glucdgeno es la principal reserva de glucosaen el higado, esta reserva de glucdégeno
es fundamental para mantener estables los niveles de glucosa en sangre, lo que es crucial para
organos dependientes de glucosa como la retina, medula espinal y cerebro. En condiciones
normales, los depositos de glucogeno hepatico pueden durar entre 12 y 24 horas durante el ayuno,
tanto en humanos como en ratas (Devlin, 2004). Este almacenamiento ocurre en granulos
citoplasmaticos que contienen enzimas que facilitan tanto la sintesis como la degradacién del
glucogeno (Voet y Voet, 2006). Trastornos en el almacenamiento de glucégeno en el higado
pueden llevar a hepatomegalia e hipoglucemia. Sustancias hepatotoxicas como el tetracloruro de
carbono (TC) pueden afectar la integridad de los hepatocitos, elevando el colesterol y el
monofosfato ciclico de adenosina (AMPCc) lo que disminuye las reservas de glucégeno hepatico
(Muriel, 1998).

Marcadores de estrés oxidativo
Lipoperoxidacién (LP). La lipoperoxidacion es un proceso donde se formany propagan diferentes

especies reactivas de oxigeno (ERO), las cuales oxidan los lipidos insaturados en las membranas
celulares, provocando la degradacion de estos lipidos en compuestos como el malondialdehido
(MDA). Esta degradacion altera la estructura y permeabilidad de la membrana, afectando la
funcidn de sus receptores y ocasionando dafio o destruccién de los hepatocitos (Buege y Aust,
1978; Jiménez-Rosalesetal., 2010).

Este proceso es impulsado por la generacién de radicales libres como el superéxido (Oy) y el
peroxido de hidrogeno (H20-), los cuales pueden ser generados por factores como el consumo de
alcohol y el metabolismo de xenobio6ticos, entre ellos el tetracloruro de carbono (TC). El TC es
biotransformado por accion del citocromo CYP2E1, generando el radical triclorocarbono o
triclorometilo (TCs), lo que contribuye a la propagacién de la lipoperoxidacion y al deterioro
celular (Favari-Perozzi et al., 2007). Para evaluar el dafio oxidativo generado por la
lipoperoxidacidon, se emplea la cuantificacion de MDA (un producto catabdlico de la
lipoperoxidacion) como un marcador de estrés oxidativo. Una técnica ampliamente utilizada para
esta medicidn es el método de las sustancias reactivas del acido tiobarbiturico (TBARS), que
permite estimar la extension del dafio oxidativo en las membranas celulares (Jiménez-Rosales et
al., 2010).

Catalasa (CAT). La catalasa es una enzima antioxidante fundamental en el sistema de defensa del

organismo, con especial abundancia en el higado y los rifiones. Su funcion principal es la
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degradacion del peroxido de hidrogeno (H20:), un subproducto téxico del metabolismo celular,
convirtiéndolo en agua y oxigeno. Esta actividad ocurre principalmente en las mitocondrias y
peroxisomas, donde la CAT neutraliza los efectos nocivos de las especies reactivas de oxigeno
(ERO), protegiendo asi a las células del dafio oxidativo (Céspedes Mirandaet al., 1996).

El papel de la catalasa es crucial para mantener el equilibrio entre los procesos oxidantes y
antioxidantes en las células. Sin embargo, en condiciones de dafio hepético, su actividad puede
disminuir, lo que conlleva a una acumulacion de H.O: y a un aumento en el estrés oxidativo. Este
desbalance puede intensificar el deterioro celular y agravar el dafio de los tejidos hepaticos,
favoreciendo la progresion de enfermedades hepéticas relacionadas con el estrés oxidativo
(Galicia-Morenoet al., 2013).

2.3.2.6 Tratamiento farmacoldgico

El tratamiento farmacoldgico de laMASH se centraen mejorar lasensibilidad a la insulina, reducir
la inflamacion hepatica, y mitigar el estrés oxidativo. Entre los fArmacos méas recomendados son
la pioglitazonay la vitamina E, aunque su uso conlleva ciertas consideraciones.

La pioglitazonamejoralasensibilidad ala insulinay reduce la inflamacion hepética. En contraste,
su uso se ha asociado con efectos secundarios como el aumento de peso y, en algunos estudios, un
mayor riesgo de fracturasy cancer de vejiga. Con respectoa la vitamina E, es un antioxidante que
ha mostrado eficacia en mejorar la esteatosis y la inflamacion en pacientes no diabéticos; no
obstante, su administracion prolongada ha sido relacionada con un aumento en el riesgo de
accidentes cerebrovasculares y cancer de prostata en estudios observacionales (Pouwels et al.,
2022). Otros tratamientos en estudio incluyen los agonistas del receptor del péptido similar al
glucagéntipo 1 (GLP-1), comoel liraglutide, que han mostrado potencial para promover la pérdida
de peso y mejorar la esteatosis hepatica; sin embargo, sus efectos pueden depender directamente
de la reduccién de peso inducida, lo que implica que su eficacia varia entre individuos y que su

uso no esté exento de riesgos (Moctezuma-Velazquez, 2018).

2.3.2.7 Tratamiento no farmacologico

El manejo de la esteatohepatitis asociada a disfuncion metabdlica (MASH) no se limita inicamente
a tratamientos farmacolégicos, sino que también incluye estrategias no farmacoldgicas que han
demostrado ser eficaces en la mejora de la funcion hepatica y el metabolismo en general. Las

intervenciones no farmacoldgicas incluyen modificacionesen el estilo de vida, la adopcion de la
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dietamediterraneay la practicaregular de ejercicio fisico. Dichas estrategias han sido ampliamente
recomendadas para mejorar la funcion hepatica y parametros metabdlicos como la glucosa y
lipidos. Se ha demostrado que una reduccion del peso corporal en pacientes con MASH puede
mejorar la esteatosis, la inflamacion, y la fibrosis hepatica (Buzzetti et al., 2016; Younossi et al.,
2015).

Ademas de la dietay el ejercicio, ciertos compuestos naturales han sido estudiados por sus efectos
beneficiosos en el metabolismo hepatico. La planta medicinal Cecropia obtusifolia ha sido
identificada como una planta con propiedades hipolipidemiantes y hepatoprotectoras. Sus
compuestos bioactivos, como flavonoidesy terpenos, pueden contribuir a la regulaciénde lipidos
y la proteccion hepética, posicionandola como una alternativa prometedora en el manejo de

trastornos metabdlicos.

2.4 Guarumbo (Cecropia obtusifolia)

2.4.1 Descripcidn etnobotanica

Cecropia obtusifolia (CROB), conocida como "guarumbo™, es una especie de la familia
Urticaceae gue crece en regiones tropicales y subtropicales de América Latina (Figura 2). Es un
arbol de rapido crecimiento, caracteristico de areas tropicalesy subtropicales, especialmente en
regiones con alta humedad, y ha sido valorada durante siglos por sus propiedades medicinalesen
culturas diversas, especialmente en México y América Central (Toledo et al., 2008)

<
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Figura 2 Cecropia obtusifolia (Gonzélez—ViIIarreI y Carvajal, 2005)
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2.4.2 Usos tradicionales

Desde la medicina tradicional, CROB se ha utilizado en el tratamiento de enfermedades diversas
incluyendo problemas respiratorios, diabetes, hipertensién, problemas hepaticos, y trastornos
inflamatorios (Andrade-Cettoy Wiedenfeld, 2001). La Comision Nacional para el Conocimiento
y Uso de la Biodiversidad, 2017documenta su uso en la preparacion de infusiones de CROB para
tratar afecciones nerviosas, cardiacas, enfermedades hepaticas, y pulmonares. Sus hojas y corteza
han sido identificadas con propiedades diuréticas, antiinflamatorias, y antidiabéticas, lo que la
convierte en una planta de gran interés etnofarmacolégico (Cadena-Zamudioetal., 2019).

2.4.3 Compuestos bioactivos

Los estudios fitoquimicos han revelado que C. Obtusifolia contiene una gran diversidad de
compuestos bioactivos principalmente polifenoles y flavonoides. Entre ellos destacan el acido

clorogénico, isoorientina, y quercetina, Cuya estructura quimicase muestraen la Figura 3.
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Figura 3 Estructura del acido clorogénico (1) e isoorientina (2) (Andrade-Cetto y Heinrich, 2005)

Ademas, la planta sintetiza otros compuestos de origen fendlico como orientina, vitexina,
isovitexina, acido cafeico, &cido ferulico, &cido quinico, quercetina, apigenina, luteolina,
tomentdsido, isbmeros triterpenoides de saponina-O-hexosido en sus hojas (Cadena-Zamudio et
al., 2020). Estos compuestos son ampliamente conocidos por su potencial antioxidante,
antiinflamatorio, y hepatoprotector.

2.4.4 Efectos farmacoldgicos

Dentro del género Cecropia, se han identificado especies con propiedades medicinales validadas
tanto en estudios invitro como invivo (Tabla 3). En particular, los flavonoides y terpenos presentes
en el extracto de CROB han demostrado efectos antioxidantes, antiinflamatorios, y

hepatoprotectores, o que sugiere su potencial para el tratamiento de enfermedades metabolicas.
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Tabla 3

Principales especies del género Cecropia utilizadas en la medicina tradicional por sus propiedades

terapéuticas

Especie/ Nombre comun Forma de uso Padecimiento o Referencia
propiedad terapéutica

Cecropia Infusién. Extracto Diabetes, tifoidea, (Revilla-
obtusifolia/Guarumbo, butanélico antiinflamatorio, Monsalve et al.,
hormiguillo, picén, chancarro analgésico, problemas 2007)

renales y hemorragia

nasal
Cecropia peltata/X cooch, Infusién. Extracto Diabetes (Nicasio etal.,
guarumbo butanodlico 2005)
Cecropia pachystachya/ Infusién. Extracto Tos, asma, es usada (Consoliniy
ambay, ambaiba metanolico como cardioténico y Migliori, 2005)

diurético.

Diabetes

Estos compuestos contribuyen a la neutralizacion de radicales libres, reduciendo el estrés oxidativo
y protegiendo a los hepatocitos del dafio; ademas, su actividad antiinflamatoria podria desempefiar
un papel relevante en la modulacion de la respuestainmunitariay la prevencion del dafio hepatico

crénico.

2.4.5 Modulacion de vias de sefializacion
Los compuestos bioactivos de Cecropia obtusifolia tienen la capacidad de modular diversas vias

de sefalizacion celular involucradas en el dafio hepatico y la dislipidemia. Entre ellas destacan
factor nuclear kappa B (NF-xB), (Nrf2) y las cinasas activadas por mitégenos (MAPK) las cuales

regulan la inflamaciony el estrés oxidativo.

Del mismo modo, los flavonoides, compuestos bioactivos presentes en C. obtusifolia, interacttan
con los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR), esenciales para el
metabolismo lipidico y la inflamacion hepética. La activacion de estos receptores favorece la
regulacion de triglicéridos, promueve su degradacion y reduce la acumulacion de lipidos en el

higado, contribuyendo a la disminucion de la inflamacion hepética (Chen et al., 2018).

En conjunto, estos mecanismos respaldan laaccion de C. obtusifoliacomo un modulador del estres
oxidativo y la inflamacion, ofreciendo un potencial terapéutico en el manejo de dislipidemiay

dafo hepatico.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Las DLP vy el dafio hepatico agudo son padecimientos asociados al SM y representan factores de
riesgo significativos para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares y hepaticas graves. La
DLP se caracterizapor alteracionesen los niveles de lipidos en sangre, incluyendo colesterol COL,
TG, y lipoproteinas, lo que favorece la aterosclerosis y otras complicaciones metabodlicas. Por otro
lado, la MAFLD implicalaacumulacién de grasa hepatica lo cual puede evolucionar hacia MASH,
una condicion caracterizada por inflamacion celular, estrés oxidativo, y fibrosis lo que incrementa
el riesgo de cirrosisy carcinoma hepatocelular.

A pesar de los avances en la comprension de la fisiopatologia de la MASH vy las DLP, los
tratamientos farmacoldgicos actuales son limitadosy a menudo ineficaces, por ello, existe una
creciente necesidad de explorar alternativas terapéuticas basadas en compuestos naturales con
potencial hepatoprotector e hipolipidémico, que puedan modular las vias metabdlicas.

En este contexto, Cecropia obtusifolia (CROB), una planta ampliamente utilizada en la medicina
tradicional mexicana ha demostrado poseer propiedades que podrian ser beneficiosas para el
manejo de trastornos metabdlicos. No obstante, la evidencia cientifica que respalda su eficaciaen
la dislipidemia y el dafio hepatico agudo es aun insuficiente, especialmente en modelos
experimentales especificos.

Este estudio tiene como objetivo evaluar el efecto farmacoldgico del extracto de acetato de etilo
de las hojas de CROB (E-Co) en un modelo experimental de dislipidemiay dafio hepatico agudo
en ratas. Se busca determinar si este extracto puede reducir los niveles de lipidos en sangre y
proteger el higado del dafio inducido, contribuyendo asi a una mejor comprension de su potencial
terapéutico para el tratamiento del sindrome metabdlico.

La investigacion presente aportara evidencia cientifica sobre el uso de CROB como un posible
tratamiento complementario para la DLP y la MASH, proporcionando una base para futuras
investigaciones que evalten su aplicacion en humanos. De confirmarse sus beneficios, esta planta
podria representar una alternativa terapéutica para reducir la progresion del dafio hepatico y

mejorar la calidad de vida de los pacientes con sindrome metabolico.

22



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
e Evaluar el efecto farmacoldgico del extracto de acetato de etilo de las hojas de Cecropia
obtusifolia en modelos agudos de dislipidemiay dafio hepatico en ratas Wistar para validar
sus usos como agente hipolipidemiante y hepatoprotector.

4.2 Objetivos especificos

e Obtener el extracto de acetato de etilo de las hojas de Cecropia obtusifolia en cantidad y
calidad suficiente por medio de maceracion para utilizarloen la evaluacion de su efecto en
modelos de dislipidemiay dafio hepatico agudo.

e Inducir la dislipidemiay el dafio hepatico agudo a los grupos experimentales, mediante la
administracion de tiloxapol y/o tetracloruro de carbono (TC) para crear un modelo
experimental en el que se evaluara el efecto del extracto.

e Evaluar el efecto hipolipidemiante y hepatoprotector del extracto en el modelo de dafio
hepatico y dislipidemia mediante la medicion de marcadores bioguimicos en plasma e
higado y un analisis histologico, con el fin de validar su potencial uso terapéutico en el

tratamiento de estos aspectos del SM.
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5. HIPOTESIS

El extracto de acetato de etilo de las hojas de Cecropia obtusifoliatiene efectos hipolipidemiantes

(reduccion de triglicéridos y colesterol) y hepatoprotectores (reduccion de ALT, AST y
lipoperoxidacion) en ratas con dafio hepatico agudo inducido experimentalmente por tiloxapol y
tetracloruro de carbono.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Obtencién del extracto de acetato de etilo de Cecropia obtusifolia (E-Co)

Las hojas de la planta de Cecropia obtusifolia se recolectaron de Tenango de Doria, Hidalgo,
México (20°20'17" N, 98°13'38” W. 1654 altitud). Se depositd un ejemplar de respaldo en el
Herbario del Area Académica de Biologia de la Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo
(HGOM). Posteriormente, las hojas de C. obtusifolia se dejaron secary se procesaron en un molino
manual, para rellenar cartuchos de celulosa los cuales fueron extraidos con acetato de etilo por
medio de Soxhlet, durante 9 horas. El extracto (E-Co) fue concentrado en un rotavapor para asi

obtener el extracto puro a masa constante.

6.2 Pruebas quimicas in vitro del E-Co

6.2.1 Determinacion de la capacidad antioxidante
Los compuestos fenolicos o polifenoles son sustancias que contienen un anillo aromatico, con uno

0 mas hidroxilos; como antioxidantes, estos compuestos ayudan a proteger las células contra el

dafio oxidativo.

6.2.2 Determinacion de compuestos fendlicos totales
El método espectrofotométrico desarrollado por Folin-Ciocalteu (Aaby et al., 2005; Singleton 'y

Rossi, 1965) es usado comunmente para determinary cuantificar fenoles totales. Se basa en la
capacidad de los fenoles parareaccionar con agentes oxidantes (capacidad reductora). El reactante
de Folin-Ciocalteu contiene molibdato y tungstato sodico, que reacciona con cualquier tipo de
fenol, formando complejos fosfomolibdico-fosfotungsticos. La transferencia de electrones a pH
bésico reduce los complejos fosfomolibdico-fosfotlgsticos originando 6xidos, cromogenos de
color azul, de tungsteno (WgO23) y molibdeno (MosO3) siendo este color proporcional al nimero
de grupos hidroxilo de la molécula (Avella Gutiérrez et al., 2008).

La mezcla de reaccion se preparo con 100 uL de cada muestra, 500 puL del reactante de Folin-
Ciocalteaual 10% y 400 uL de bicarbonato de sodio al 7.5% y se incubaron atemperaturaambiente
durante 30 min. La absorbancia del color azul desarrollado se midi6 a 765 nm en un
espectrofotdbmetro de microplacas EPOCH de doble haz UV-Vis. Se extrapolaron los valores
obtenidos de cada extracto en la curva de calibracion de acido galico a fin de expresar los

resultados como mg equivalentes de acido galico (EAG)/100 g de extracto.
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6.2.3 Actividad inhibidora del acido 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS )
Este método se basa en la capacidad para atrapar radicales presentes en el medio. EI ABTS se

convierte en el cation radical azul ABTS * por la adicion de persulfato de potasio. Cuando el
radical cation ABTS * reacciona con antioxidantes como fenoles, tiolesy vitamina C, se convierte
de nuevo a su formaneutraincolora, por lo tanto, se evalGa la capacidad antioxidante de lamuestra
en funcidn de la habilidad de disminuir la concentracion del radical (Pérez-N4jeraet al., 2013). A
un volumen de 980 uL de ABTS * previamente ajustado con solucion de NaH,PO, hasta obtener
una absorbanciaa 734 nmde 0.7 +/- 0.02, se agregaron 20 pL. de muestra, lamezcla se dejo incubar
30 min a temperatura ambiente y posteriormente se monitoreo el cambio de coloracion por
espectrofotometria (Re et al., 1999). Los valores se extrapolaron en una curva de calibracion con
vitamina C y se expresaron como mg equivalentes de vitamina C (EVC)/100 g de extracto.

6.2.4 Determinacion de la inhibicion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH’)

Este método es cominmente usado para medir la capacidad antioxidante de una sustancia, se basa
en la estabilidad del radical 1,1-fenil-2-picrihidrazil (DPPH") la cual se atribuye a una
deslocalizacién del electrén desapareado, esta deslocalizacion también le otorga una coloracion
violeta. Cuando una disoluciénde DPPH" entra en contacto con una sustancia que puede donar un
atomo de hidrdgeno o con otra especie radical, se produce la forma reducida DPPH-H o DPPH-R
con la pérdida de color (Avella Gutiérrez et al., 2008).

Esta determinacion se llevo a cabo por el método desarrollado por Brand-Williamset al. (1995).
Como se menciono anteriormente, se basa en la reduccion del radical estable DPPH " al reaccionar
con un antioxidante que puede donar hidrogenos, proceso que se manifiesta con un cambio en la
coloracion (de violeta intenso a amarillo claro). Se mezclaron 200 pL de muestray 1 mL de DPPH’
al 7.5%, se dejo incubar durante 1 hora a temperatura ambiente. Los cambios en la coloracion
fueron medidosa 517 nm en un espectrofotometro de luz UV-Vis EPOCH. Se construy6 una curva
de calibracidn con trolox para extrapolar los valores obtenidos de cada extracto que se expresaron

como mg equivalentes de trolox (ET)/100 g de extracto.

6.2.5 Determinacion de la capacidad reductora por el método FRAP
El ensayo FRAP (de las siglas en inglés “ferric ion reducing antioxidant power”) se realizo6 de
acuerdo con el método de Brand-Williamset al. (1995), con algunas modificaciones. EI método

FRAP se basa en la formacion de un complejo de color (tripiridiltriazina-ferroso) por la reduccion
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del ion férrico a ferroso a pH bajo. Las soluciones “stock” que se utilizaron fueron: amortiguador
de acetato 300 mM (3.1 g C2H3NaO; 3H,0 y 16 mL C;H4O;) a pH 3.6, TPTZ (2, 4, 6- tripiridil-
s-triazina) 10 mM, solucion de HCI 40 mM vy solucion de FeCl; 6H,O mM. Se prepar6 una
soluciéon mezclando 25 mL de amortiguador de acetato, 2.5 mL de solucién TPTZ y 2.5 mL de
solucion FeCl; 6H,0 y se calentdéa 37 °C antes de su uso. 0.15 mL de los extractos se pusieron a
reaccionar con 2.85 mL de la solucion FRAP durante 30 minutos en la oscuridad. Se tomaron
lecturas a 593 nm comparando en una curva de calibracién con FeSO4. Los resultados se

expresaron en mg equivalentes Fe?* umol/100 g de extracto.
6.3 Evaluacion farmacoldgica
6.3.1 Grupos experimentales

Se utilizaron 72 ratas macho Wistar con una masa aproximada de 200-250 g. Los animales se
mantuvieron en cajas plasticasa una temperatura constante de 21°C, bajo ciclos de luz/oscuridad
de 12 h, con libre acceso a agua purificada y alimento (dieta estandar Purina Chow). Las ratas
recibieron un trato humanitario, de acuerdo con los lineamientos institucionales y la Norma Oficial
Mexicana (NOM-062-Z00-1999) sobre las especificaciones técnicas para la produccién, cuidado
y uso de animales de laboratorio (Care and Use of Laboratory Animals, National Institute of
Health, 1985). Se formaron 12 grupos (n=6); descritos en la Tabla 4 y a continuacion:

Grupo control de controles (VE+ VTI + VTC). Este grupo recibié tnicamente aceite de oliva (VE)
como vehiculo del extracto, solucién salina isoténica al 0.9% como vehiculo del tiloxapol (VTI),
y aceite mineral como vehiculo del TC (VTC), sin exposicion a agentes inductores de dafio
hepatico o dislipidemia. Sirvié como control basal para evaluar parametros normales en ausencia
de dafio o tratamiento.

Grupo control de omega-3 (omega-3 + VTI + VTC). Este grupo fue tratado con omega 3, solucion
salina (VTI) y aceite mineral (VTC). Actia como referencia para evaluar los efectos protectores
del omega-3 en condiciones normales.

Grupo control de extracto (E-Co + VTI + VTC). En este grupo, las ratas recibieron el extracto de
acetato de etilo de Cecropia obtusifolia (E-Co) junto con solucién salina (VTI) y aceite mineral
(VTC), para determinar el efecto basal del extracto sin inducir dafio hepatico.
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Grupo control con dafio por tiloxapol (VE + Tl + VTC). Este grupo fue sometido a dislipidemia
inducida mediante tiloxapol (T1), acompafiado de aceite de oliva como vehiculo del extracto (VE)
y aceite mineral (V TC). Permite evaluar los efectos del TI como inductor de dafio lipidico.
Grupo omega-3 con dafio por tiloxapol (omega-3 + Tl + VTC). Las ratas de este grupo recibieron
Tl para inducir dislipidemia, en combinacién con omega-3y aceite mineral (VTC). Este grupo
examina el posible efecto protector del omega 3 frente al dafio inducido por TI.

Grupo extracto con dafio por tiloxapol (E-Co + Tl + VTC). Se administroel E-Co junto con Tly
aceite mineral (VTC) para evaluar la capacidad del extracto de Cecropia obtusifolia de mitigar el
dafio lipidico inducido.

Grupo control con dafio por tetracloruro de carbono (VE + VTl + TC). Este grupo fue expuesto
al tetracloruro de carbono (TC) como inductor de dafio hepéatico agudo, acompafiado de aceite de
oliva (VE) y aceite mineral (VTI). Se usé como referencia para analizar los efectos toxicos de TC.
Grupo omega-3 con dafio por tetracloruro de carbono (omega-3 + VTI + TC). En este grupo, el
tratamiento con omega-3 se combind con TC y VTI paradeterminar el efecto protector del omega-
3 frente al dafio hepatico agudo inducido por TC.

Grupo extracto con dafio por tetracloruro de carbono (E-Co + VTl + TC). Las ratas fueron tratadas
con E-Co junto con VTl y TC, evaluando el efecto hepatoprotector del extracto frente al dafio por
TC.

Grupo control con dafio combinado (VE + Tl + TC). Este grupo recibio una combinaciénde Tl y
TC, junto con VE, para inducir un modelo de dafio combinado (dislipidemiay dafio hepatico
agudo). Este grupo sirvié como referencia para comparar los efectos combinados de los agentes
inductores.

Grupo omega-3 con dafio combinado (omega-3 + Tl + TC). Las ratas fueron tratadas con omega-
3, Tly TC para evaluar el efecto protector del omega-3 frente a un dafio combinado de dislipidemia
y dafio hepatico.

Grupo Extracto con Dafio Combinado (E-Co + Tl + TC). En este grupo, el tratamiento con E-Co
se combind con Tl'y TC para determinar su efecto protector en condiciones de dafio lipidico y
hepético combinado.

Estos grupos experimentales permiten evaluar de manera sistematica tanto los efectos basales del
extracto de acetato de etilo de Cecropia obtusifolia (E-Co) como los de omega-3 sobre el

biomodelo, los efectos individuales de los agentes inductores de dafio (Tl y TC), y la capacidad
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del E-Co y omega-3 para prevenir o mitigar el dafio inducido, ya sea lipidico, hepatico o

combinado.

Tabla 4
Grupos experimentales

Grupos experimentales

Especificaciones

Sanas + OLI

Control de controles

OLI + VTI + VTC

Sanas + Omega-3

Control de Omega-3

Omega-3 + VTI +VTC

Sanas + E-Co Control E-Co E-Co + VTl + VTC
DLP + OLI Control dafio con Tl VE + Tl +VTC

DLP + Omega-3 Omega-3 con dafio Tl Omega-3+ TI +VTC
DLP + E-Co E-Co con dafio Tl E-Co+TI+TC
MASH + OLI Control de dafio con TC VE + VTl + TC
MASH + Omega-3 Omega-3 con dafio con TC Omega-3 + VTI +TC
MASH + E-Co E-Co con dafio de TC E-Co+ VTI+TC
DLP + MASH + OLI Control dafiode TIy TC VE+TI+TC

DLP + MASH + Omega-3 Omega-3 condafio Tly TC Omega-3 + TI +TC
DLP + MASH + E-Co E-Co con dafio Tly TC E-Co+ TI+TC

E-Co: Extracto de acetato de etilo Cecropia obtusifolia Tl: Tiloxapol VE: vehiculo de tiloxapol (solucién salina): TC:
Tetracloruro de carbono: VTC: vehiculo de tetracloruro de carbono (aceite mineral) VTI: vehiculo de extracto (aceite

de oliva)

6.3.2 Tratamientos

El extracto E-Co se peso y se disolvid en aceite de oliva como vehiculo, hasta quedar en una

concentracion tal que asegurd la administracion de 100 mg/kg, se administro la dosis 6 veces en 4

dias por via oral (1 cada 12 horas) (Figura4).

Tiloxapol (48 horas de dafio)

\
Dia 1 { Diaz Dia 3 Dia 4

| | | | || | | |

— 11 | ] T ‘
OSIs 8 pm 8 am 10 am 8 pm 8 am 10 am 8 pm 8 am 10 am

Ex 100 mg/Kg ExoVEx | ExoVEx TlovTl ExoVEx | ExoWEx TCoVTC ExoVEx | ExoVEx SACRIFICIO
03 300 mg/Kg 030V03 030V03 030V03 ' 030V03 030V03 030V03
TC 2.5 mL/Kg \ }
Tl 300 mg/Kg Y

Tetracloruro de carbono (24 horas de dafio)
Figura 4 Curso temporal del tratamiento
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El omega-3 fue disuelto en aceite de oliva como vehiculo, en un volumen que asegurd la
administracion de 300 mg/kg, se administrd la dosis 6 veces en 4 dias por via oral.

El TC fue disuelto en una relacion 1:1 con aceite mineral, en un volumen que aseguré la
administracion de 2.5 g/kg en 1 mL por rata, se administro una Unica dosis por via oral 24 horas
antes del sacrificio. El Tl fue disuelto en solucion salina isoténica al 0.9% en un volumen que
aseguro la administracion de 400 mg/Kkg, se realizé una Unica dosis por via intraperitoneal 48 horas

antes del sacrificio.

6.4 Determinacion de parametros bioquimicos en plasma e higado

Después de los 4 dias de tratamiento, los animales fueron anestesiados con pentobarbital sodico
en una dosis de 150 mg/kg y sacrificados por exanguinacion mediante puncién cardiaca. Las
muestras sanguineas se recolectaron utilizando heparina sédica anticoagulante (1000 U/mL). El
plasma, utilizado para las determinaciones bioguimicas, se obtuvo centrifugando las muestras a
3000 rpm durante 10 minutos. El higado fue removido y lavado con solucion salina al 0.9%. Se
tomaron pequefios cortes para pruebas histologicas y muestras de 0.5 g de tejido hepéatico para
realizar determinaciones bioguimicas.

6.4.1 Marcadores bioquimicos

Primeramente, los marcadores bioquimicos de dafio hepatico se clasificaronen:

Marcadores hepaticos. Colestasis: fosfatasa alcalina (FA), gamma glutamil-transpeptidasa
(GGTP), bilirrubina directa (BD), bilirrubina total (BT). Necrosis: alanina aminotransferasa
(ALT). Estrés fisioldgicoy oxidativo: lipoperoxidacion (LP), glucdgeno (GLU), catalasa (CAT).
Marcadores de dislipidemia. Lipidos en sangre: triglicéridos (TG) y colesterol total (Col).

La actividad de FA, actividad de GGTP, BD, BT, actividadde ALT, TGy Col se determinaronen
plasma sanguineo mientras que la cuantificacion de proteinas, nivel de LP, actividad de CAT,
cantidad de glucdégeno hepatico, e histologia (tincién de hematoxilinay eosina) se realizaron en
muestras de higado.

6.4.2 Métodos de analisis bioquimico
6.4.2.1 Actividad de fosfatasaalcalina (FA)

El método utilizado se basa en la hidrolisis del p-nitrofenilfosfato por la FA, para producir fosfato
inorgénico y p-nitrofenol, cuya concentracion se midi6 a 410 nm (Berger et al., 1963; Bergmeyer

y Grabl, 1983). La cantidad de p-nitrofenol se determind a partir de una curva estandar de p-
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nitrofenol de 10 umol/mL con el fin de interpolar los resultados de las muestras y obtener su
actividad enzimaética.

Para medir la actividad enzimética se colocaron en cada tubo de ensayo 0.25 mL de amortiguador
de glicina 0.1 M con MgCl> 1 mM a pH 10.5 y 0.25 mL de p-nitrofenilfosfato, los tubos se
incubaron a bafio de Maria a 37°C por 5 minutos, luego se afiadié 50 puL de plasma, se mezcld e
incubd nuevamente durante 30 minutos a 37°C, finalizado el tiempo, se adicionaron 5 mL de
NaOH 0.02 N, se agitoy se leyda 410 nm. El blanco se preparé con el mismo procedimiento, pero

se sustituyd la muestra plasmatica por agua.

6.4.2.2 Actividad de gamma glutamil-transpeptidasa (GGTP)

Este método se utilizd como sustrato la glutamil-p-nitroanilida. En presencia de la enzima GGTP
y glicil-glicina (receptor del grupo gamma-glutamilo), se forma gamma glutamilglicinay p-
nitroanilina, que se cuantifico con un espectrofotometroa 410 nm (Glossmanny Neville, 1972).

Para medir la actividad enzimatica se afiadieron a cada tubo 400 uL de Tris-HCI 200 mM a pH
8.2, 100 uL de MgCl, 200 mM, 100 de glicil-glicina40 mM apH 8.2 y 200 pL de gamma glutamil-
p-nitroanilida 10 mM, los tubos se incubaron por 10 minutos a 37°C, luego se agreg6 200 uL de
plasma, se agitaron e incubaron nuevamente a 37°C por 30 minutos. La reaccidn enzimatica se
detuvo con 2 mL de &cido acético 1.5 M. El blanco se repar6 con el mismo procedimiento, pero se

sustituyo la muestra plasmatica por agua.

6.4.2.3 Determinacionde bilirrubinadirecta (BD) y bilirrubinatotal (BT)

La cuantificacion de bilirrubina directa y total se realizd utilizando un kit comercial de
SPINREACT (Espafa), basado en la reaccion de la bilirrubina con acido sulfanilico, formando un
compuesto azoico que tiene una absorbanciaméaxima de 560 nm, la intensidad de la coloracion es

directamente proporcional a la concentracion de bilirrubinas.

6.4.2.4 Actividad de alaninaaminotransferasa (ALT)

Este metodo permite la obtencion de piruvato a partir de la transaminacion entre la alaninay el
acido a-oxoglutarico (Reitman y Frankel, 1957). Se rotularon los tubos para cada muestra
problema con su propio blanco; se agregaron 0.25 mL de sustrato a cada uno de los tubos,
enseguida se adicionaron unicamente a los tubos problema 0.050 mL de muestray todos los tubos
se incubaron a bafio de Maria durante una hora a 37°C. Al terminar, se agregd a ambos tubos 0.25

mL de reactante de cromdgeno y se le afiadié 0.05 mL de muestra inicamente a los tubos blanco.
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Se incubaron los tubos a 37°C por 15 min, se detuvo la reaccién, afiadiendo a todos los tubos 2.5
mL de NaOH 0.4 N y se leyeron a 515 nm.

6.4.2.5 Cuantificacion de proteinas

Este método se realizé siguiendo latécnica de Bradford (1976). Se tomaron 100 uL de las muestras
previamente homogenizadas y se diluyeron 900 uL de agua tridestilada. De esta mezcla, se
tomaron alicuotas de 20 pL, a las que se les agregaron 80 puL de agua tridestilada (el blanco se
realizo con 100 pL de agua tridestilada). Posteriormente, Se afiadieron 2.4 mL de reactivo de
Bradford y se midi6 la absorbancia en un espectrofotébmetro a 595 nm. La concentracion de

proteinas en la muestrase utiliz6 para determinar el grado de lipoperoxidacion.
6.4.2.6 Grado de lipoperoxidacion (LP)

La técnica utilizada es colorimétrica y se basa en la reaccion de dos moléculas de acido
tiobarbiturico (TBA) con una molécula de malondialdehido (MDA), formando un complejo
colorimétrico (Buege y Aust, 1978b) Los resultados se expresan como nmol de MDA/mg de
proteina. Las proteinas se cuantifican con el método de Bradford, 1976. Para esta determinacion,
se tomaron alicuotas de 300 uL de higado previamente homogenizado y se afiadieron 700 uL de
Tris-HCI 150 mM; los tubos se incubaron a 37°C durante 30 minutos.

Luego, se agregaron 2 mL de &cido tiobarbitdrico al 0.375% disuelto en acido tricloroacetico al
15%, se taparon los tubos y se calentaron a ebullicion durante 45 minutos. Posteriormente se
centrifugarona 3000 rpm durante 10 minutosy se leyd el sobrenadante en un espectrofotémetro
a 532 nm.

6.4.2.7 Actividad de catalasa (CAT)

La catalasa descompone el peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno. Esta técnica cuantifica el
agua oxigenada remanente mediante su reaccidn con un exceso estandar de permanganato de
potasio, formandose 6xido de manganeso. Posteriormente se mide el permanganato de potasio
residual en un espectrofotometro a480 nm.

La cuantificacion de catalasase llevo a cabo homogenizando 0.5 g de higado en 5 mL de solucion
amortiguadora de fosfato de potasio (KH2PO4). Para iniciar la reaccion, se afiadieron alicuotas de
higado homogeneizado a una solucion de agua oxigenada (H-O); la reaccion se detuvo a los 3
minutos mediante la adicion de 4&cido sulfurico (H.SO4) 6N. Posteriormente, se afiadié
permanganato de potasio (KMnO.), que reacciona con el H20.. El KMnOQO; residual se ley6 a 480
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nm. La actividad de la catalasa se calcul6 utilizando la constante de reaccidn de la descomposicion
de H20; (k*10%/min) (Cohen et al., 1970; Galicia-Morenoy Gutiérrez-Reyes, 2014).

6.4.2.8 Determinacion de triglicéridos (TG)

Se utilizé el método enzimatico del kit de la marca SPINREACT (Espafia). Esta técnica se basa en
la hidrdlisis de triglicéridos por la lipasa, permitiendo cuantificar la concentracion de glicerol
mediante una prueba enzimética combinada con la reaccion de Trinder, que forma un tinte de
quinoneimina de color rojo. La intensidad del color producido es directamente proporcional a la

concentracion de triglicéridos en la muestra, la cual se mide en un espectrofotémetroa 520 nm.

6.4.2.9 Determinacionde colesterol (COL)

La técnicaenzimatica utilizada para cuantificar el colesterol total esta descrita por el fabricante del
kit SPINREACT (Espafa). Este método se basa en la oxidacion del colesterol, utilizando peroxido
de hidrdgeno junto con peroxidasa, 4-aminoantipirina, y fenol para formar una tinta quinina-amina
de altaabsorbanciaa 520 nm. El reactivo usa &cido hidroxibencensulfénico, en lugar de fenol, para

mejorar la absorbanciay para facilitar la reaccion con un surfactante.

6.4.2.10 Determinacion de glucégeno hepético

La cuantificacion de glucogeno se realizé mediante la técnica de antrona con glucosa (Seifter y
Dayton, 1950), que utiliza la digestion de la muestra de higado con hidréxido de potasio. El
procedimiento fue el siguiente: se colocaron 0.5 g de higado en tubos de ensayo a los cuales se
afiadieron 1.5 mL de KOH al 30 %, los tubos se taparony se sometieron a ebullicién durante 30
minutos. La mezcla resultante se aforé en matraces de 25 mL con agua destilada. Se tomaron
alicuotas de 60, 80 y 100 uL y se llevaron a 1 mL con agua; el blanco fue 1 mL de agua destilada
y se prepard un estandar con 20 uL de glucosa (1 mg/mL) y 80 uL de agua. A cada uno de los
tubos se les afiadieron 2 mL de antrona (0.2% en H,SO4 concentrado), los tubos se mantuvierona
ebulliciéndurante 15 minutos, luego se enfriaron con hielo y se leyeron en un espectrofotometro
a 620 nm.

6.5 Pruebas histologicas

6.5.1 Tinciones de hematoxilinay eosina
Las muestras hepaticas fueron fijadas en formaldehido al 10% durante un minimo de 24 horas para

asegurar una adecuada preservacion del tejido después de la fijacidn, las muestras se enjuagaron
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con agua y se deshidrataron utilizando una serie de alcoholes, para su posterior inclusion en
parafina. A continuacion, se realizaron cortes de tejido de aproximadamente 6-7 um de espesor
utilizando un microtomo.

Para la tincion se utilizo el método de hematoxilina y eosina (HE) con el fin de diferenciar
estructuras celulares y tejidos: los nacleos celulares se tifieron en color azul y el citoplasmade los
hepatocitos en color rosa. También, para evidenciar el masculo vascular en tonos rojizosy los
glébulos rojos de color naranja-rojizo, a su vez la fibrina en rosa intenso (Castell y Fortoul Van
Der Goes, 2010).

6.6 Andlisis estadistico

La prueba estadistica aplicada a los datos de cada grupo tratado fue un andlisis de varianza
(ANOVA) de una via, seguido de la prueba de comparacion multiple de Student-Newman-Keuls,
la cual permite comparar todos los grupos entre si. Este analisis determind diferencias
estadisticamente significativas con un nivel de significanciade p > 0.05. El analisis estadistico se
realizo utilizando el paquete SigmaStat, version 3.1 (Systat Software, USA).

En la seccion de resultados, se presentan las graficas de barras que muestran el valor promedio de
cada determinacion, acompafado del namero de muestras (n) correspondiente a cada grupo y el
error (£) estandar de la media representado en la parte superior. Durante el procesamiento de los
datos, se identificarony eliminaron los valores aberrantes antes de realizar las pruebas estadisticas,

para garantizar la validez de los resultados.
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7. RESULTADOS

El extracto de acetato de etilo de CROB (E-Co) obtenido mostré un porcentaje de rendimiento de
5.7% (Tabla5). A partir de este extracto se determino el contenido de fenoles totales y la capacidad
antioxidante.

Tabla 5
Porcentaje de rendimiento de las hojas secas de Cecropia obtusifolia

Hojas secas (g) Extracto (Q) Rendimiento (%)

1416 80.56 5.7

7.1 Resultados de pruebas quimicas in vitro del extracto

7.1.1 Determinacion de fenoles totales

La cuantificacionde los fenoles totales se realizo con el método de Folin-Ciocalteu. Para la curva
de calibracion se empled acido galico como estandar. El resultado obtenido fue de 19.8 mg
equivalentes de acido galico por gramo de extracto (EAG/g), como se muestraen la Tabla 6. La
cantidad baja de fenoles totales puede atribuirse a la naturaleza medianamente polar del extracto,
en contraste con una matriz completamente polar.

7.1.2 Determinacion de DPPH

En la prueba de capacidad antirradical DPPH, se utilizé trolox (un analogo hidrosoluble de la
vitamina E como estandar. El resultado obtenido fue de 56.62 mg equivalentes de trolox por gramo

de extracto (mg ET/g) como se detallaen la Tabla 6.

7.1.3 Determinacion de ABTS
Para esta técnica se empled &cido ascorbico como estandar. La concentracion determinada fue de
7.722 mg equivalentes de vitamina C por gramo de extracto (mg EVC/g) (ver Tabla 6).

Tabla 6

Resultados de pruebas quimicas in vitro del E-Co
Fenoles totales DPPH’ ABTS™ FRAP (mg
(mg EAG/g (mg ET/g (mg EVClg Fe?*/100 g de
extracto) extracto) extracto) extracto)

E-Co 19.8 56.62 7.722 4.907

EAG: equivalente de &cido galico, ET: equivalente de Trolox EVC: Equivalentes de vitamina C
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7.1.4 Determinacion de FRAP
En la prueba de capacidad reductora del ion férrico (FRAP), se utilizé FeSO4 como estandar. El

resultado obtenido fue de 4.907 mg equivalentes de Fe?* por cada 100 g de extracto (Tabla 6).
7.2 Marcadores bioquimicos

7.2.1 Actividad de fosfatasa alcalina (FA)
En la Figura 5 se presenta la actividad de FA. La administracion del extracto de Cecropia

obtusifolia incremento significativamente los niveles de FA (p > 0.05) en comparacién con el
grupo control de controles (CC). Por otro lado, los grupos tratados con Tl mas extractoy Tl mas
omega-3 mostraron una reduccion significativa de FA, aunque el Tl no indujo dafio aparente, pues
permanecioigual que el grupo CC. En el modelo de dafio inducido por TC, el omega-3 disminuyo
la actividad de FA, mientras que el extracto aumento este marcador. En el caso de dafio combinado
(TlI+ TC), tanto el omega-3 como el extracto no tuvieron un efecto protector; por el contrario, los

valores de FA se incrementaron significativamente (p >0.05) en comparacion con el grupo control.
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Figura 5 Actividad de fosfatasa alcalina en plasma de ratas tratadas con extracto de acetato de etilo y
omega-3. Las barras representan el promedio + error estindar de grupos experimentales (n = 6-8),
realizados por duplicado o triplicado. Letras indican diferencias significativas (p > 0.05, ANOVA, prueba
de Student-Newman-Keuls): a vs. control de controles, b vs. control de TI, c vs. control de TC, d vs. dafio
combinado (TC + TI).
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7.2.2 Actividad de gama glutamil-transpeptidasa (GGTP)

GGTP es el marcador bioquimico mas sensible de colestasis. En la Figura 6 se muestra que los
grupos control de Tl y de TC dafiados presentaron diferencias significativas respecto al grupo sano
CC, pero no hubo diferencia significativa entre el grupo de dafio combinado (Tl + TC) y el CC.
Los tratamientos con omega-3y extracto E-Co, administrados respectivamente, lograron disminuir
parcialmente el dafio causado por Tl. En el modelo de dafio por TC la actividad de GGTP
disminuyd mas significativamente al administrar omega-3 o extracto, logrando una prevencién
total del dafio colestatico. Por el contrario, en dafio combinado (Tl + TC), los valores de GGTP
aumentaron significativamente al afiadir omega-3 0 E-Co, en comparacién con el grupo control de

dafio combinado.
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Figura 6 Actividad de gamma glutamil-transpeptidasa en plasma de ratas tratadas con extracto de
acetato de etilo y omega-3. Las barras representan el promedio + error estandar de los grupos
experimentales (n = 6-8), realizados por duplicado o triplicado. Letras indican diferencias significativas
(p >0.05, ANOVA, prueba de Student-Newman-Keuls): a vs. control de controles, b vs. grupo TI, ¢ vs.
grupo TC, d vs. dafio combinado (TC + TI).
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7.2.3 Bilirrubinas totales (BT)
Las bilirrubinas totales son marcadores de colestasisy de funcionalidad hepatica, en la Figura 7 se

puede observar la concentracion de BT en los diferentes grupos de tratamiento. No se encontraron
diferencias significativas, aunque en el grupo dafiado por TC la BT se elevo ostensiblemente,
aungue no alcanzo diferenciaestadistica, y se redujo (p > 0.05) en los grupos reto de TC tratados
TC con omega-3 y E-Co. El tratamiento con omega-3 y E-Co tampoco fueron diferentes

estadisticamente respecto al grupo con dafio combinado, dado su error estandar tan marcado.
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Figura 7 Actividad de bilirrubinas totales (mg/dL) en plasma de ratas tratadas con extracto de acetato de
etilo y omega-3. Las barras representan el promedio + error estandar de los grupos experimentales (n =
6-8), realizados por duplicado o triplicado. Letras indican diferencias significativas (p > 0.05, ANOVA,
prueba de Student-Newman-Keuls): a vs. control de controles, b vs. grupo TI, ¢ vs. grupo TC, d vs. dafio
combinado (Tl + TC)
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7.2.4 Bilirrubinadirecta (BD)
En la Figura 8 se observa la concentracion de BD. En el grupo normal CC, las BD no fueron

detectables. Los grupos control de omega-3 y E-Co no modificaron la concentracion de BD. El
extracto incremento significativamente (p > 0.05) las concentraciones de BD, solo o en

combinacion con algun tipo de dafio, en comparacion con los grupos controles de dafio (Tl, TCy

TI + TC).
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Figura 8 Niveles de bilirrubinas directas (mg/dL) en plasma de ratas tratadas con extracto de acetato de
etilo y omega-3 Las barras representan el promedio * error estandar de los grupos experimentales (n =
6-8), realizados por duplicado o triplicado. SD indica valores no detectados. Letras indican diferencias
significativas (p > 0.05, ANOVA, prueba de Student-Newman-Keuls): a vs. control de controles, b vs.
grupo TI, ¢ vs. grupo TC, d vs. dafio combinado (Tl + TC).
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7.2.5 Alanina aminotransferasa (ALT)

Marcador de necrosis. La actividadde ALT en los diferentes grupos de tratamiento se muestra en
laFigura9. Hubo un incremento significativo (p>0.05) en el grupo control de TC, en comparacion
al grupo control de controles. Los grupos tratados con Tl + omega-3y Tl + E-Co redujeron
significativamente la actividad de ALT (p > 0.05) en comparacion con el grupo dislipidémico de
TI. En el modelo dafio con TC, y E-Co, la actividad de ALT aumenté muy marcadamente (p >
0.05), en comparacién con el grupo control de extracto y el grupo control de TC. En el dafio
combinado (Tl + TC), tanto omega-3 como el extracto incrementaron la actividad de ALT.
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Figura 9 Actividad de alanina-aminotransferasa (umol/L-min) en plasma de ratas tratadas con extracto
de acetato de etilo y omega-3. Las barras representan el promedio * error estandar de los grupos
experimentales (n = 6-8), realizados por duplicado o triplicado. Letras indican diferencias significativas
(p >0.05, ANOVA, prueba de Student-Newman-Keuls): a vs. control de controles, b vs. grupo TI, c vs.
grupo TC, d vs. dafio combinado (Tl + TC).
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7.2.6 Glucdgeno hepético

El glucogeno hepético, un marcador de la funcionalidad y el estrés hepético, se presenta en la
Figura 10. Los tratamientos con omega-3 y E-Co disminuyeron los niveles de glucdgeno en
comparacion con el grupo control de controles. Ni el omega-3 ni el extracto lograron restablecer
los niveles normales de glucogeno en modelos de dafio por Tl o TC, aunque tuvieron una tendencia
muy ligera a aumentarlo, sin alcanzar la normalidad. Curiosamente, en el dafio combinado (Tl +

TC), los niveles de glucégeno se acercaron a los valores normales.
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Figura 10 Niveles de glucdgeno hepatico (mg de glucdgeno/100 g de higado) en ratas tratadas con
extracto de acetato de etilo y omega-3 Las barras representan el promedio + error estandar de los
grupos experimentales (n = 6-8), realizados por duplicado o triplicado. Letras indican diferencias
significativas (p > 0.05, ANOVA, prueba de Student-Newman-Keuls): a vs. control de controles, b vs.
grupo TI, ¢ vs. grupo TC, d vs. dafio combinado (Tl + TC).
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7.2.7 Lipoperoxidacion (LP)

La LP, un marcador de estrés oxidativo membranal, se muestraen la Figura 11 no hubo diferencias
significativas en los grupos control de omega-3y control E-Co respecto a los niveles normales de
LP. En los grupos control dafiados de Tl y control de TC, el nivel de LP tuvo diferencias
significativas (p > 0.05), respecto al grupo control de controles. El omega-3 aumento el grado de
LP en dafio por TI, mientras que el extracto la redujo. En los grupos omega-3 mas TC y extracto
mas TC, los tratamientos disminuyeron significativamente la LP (p > 0.05) respecto al control de
TC. En el grupo de dafio combinado (TI + TC), la cantidad de LP aumenté significativamente con

ambos tratamientos.
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Figura 11 Grado de lipoperoxidacion (nmol MDA/mg de proteina) en higado de ratas tratadas con extracto
de acetato de etilo y omega-3. Las barras representan el promedio + error estandar de los grupos
experimentales (n = 6-8), realizados por duplicado o triplicado. Letras indican diferencias significativas
(p = 0.05, ANOVA, prueba de Student-Newman-Keuls): a vs. control de controles, b vs. grupo TI, ¢ vs.
grupo TC, d vs. dafio combinado (Tl + TC).
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7.2.8 Actividad de catalasa (CAT)

La actividad de CAT, otro marcador de estrés oxidativo se presentaen la Figura 12. En los grupos
tratados individualmente con omega-3, extracto, Tlo TC, la actividad de CAT se mantuvo normal.
En contraste, el grupo de Tl mas omega-3 presentd un aumento significativo (p> 0.05) respectoal
grupo control de controles y el control de dafio con TI. El control de dafio combinado también
incremento significativamente la actividad de CAT (p > 0.05) respecto al grupo control de

controlesy la administracion de omega-3 o de E-Co no la redujeron.
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Figura 12 Actividad de catalasa (k x 102/min) en higado de ratas tratadas con extracto de acetato de
etilo y omega-3. Las barras representan el promedio + error estandar de los grupos experimentales (n =
6-8), realizados por duplicado o triplicado. Letras indican diferencias significativas (p > 0.05, ANOVA,
prueba de Student-Newman-Keuls): a vs. control de controles, b vs. grupo TI, ¢ vs. grupo TC, d vs. dafio
combinado (Tl + TC).

43



7.2.9 Triglicéridos
En la Figura 13 se observan los niveles de TG, un indicador de dislipidemia. Como se esperaba, el

grupo tratado con Tl presenté un aumento muy marcado (p > 0.05) respecto al grupo control de
controles. En el grupo control de dafio combinado (Tl + TC), también se observ6 un incremento
significativo (p > 0.05) respecto al grupo control de controles, atribuyendo el aumento al TI;
mientas que, el dafio por TC solo no alterd los niveles normales. Los tratamientos con omega-3y

E-Co redujeron significativamentelos TG en los modelos de dafio por TI.
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Figura 13 Concentraciones de triglicéridos (mg/dL) en plasma de ratas tratadas con extracto de acetato

de etilo y omega-3. Las barras representan el promedio + error estandar de los grupos experimentales (n
= 6-8), realizados por duplicado o triplicado. Letras indican diferencias significativas (p >0.05, ANOVA,
prueba de Student-Newman-Keuls): a vs. control de controles, b vs. grupo TI, ¢ vs. grupo TC, d vs. dafio

combinado (Tl + TC).
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7.2.10 Colesterol

En la Figura 14 se muestran las concentraciones de COL total, otro marcador de dislipidemia. Los
grupos controles de omega-3 y extracto, por si solos, no alteraron los niveles normales de COL.
El Tl como inductor de dafio por dislipidemiaaumento la concentracion de COL, ademas también
aumenté el COL en el grupo de dafio combinado (TI + TC), aungque un poco menos que el grupo
TI, ambos tuvieron diferencias significativas (p>0.05) respecto a los valores normales. Se observo
que el extracto de C. obtusifolia disminuy6 la concentracion de COL inducido por el Tl, al igual
que el omega-3, ambos tuvieron diferencias significativas (p > 0.05) con respecto al grupo control

de dafio por TI.
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Figura 14 Concentraciones de colesterol total (mg/dL) en plasma de ratas tratadas con extracto de
acetato de etilo y omega-3. Las barras representan el promedio + error estandar de los grupos
experimentales (n = 6-8), realizados por duplicado o triplicado. Letras indican diferencias significativas
(p >0.05, ANOVA, prueba de Student-Newman-Keuls): a vs. control de controles, b vs. grupo TI, c vs.
grupo TC, d vs. dafio combinado (Tl + TC).
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7.3 Andlisis histologico

En la Figura 15 se presenta el panel histoldgico en donde se muestra el tejido hepatico en los
diferentes grupos tefiidos con la técnica de hematoxilina/eosina:

A) Hace referencia al grupo control de controles y se puede observar el parénquima hepatico sin
modificacionesy al centrouna vena central (VC) o rama de la vena cava.

B) Se administro omega-3 y en él se observd micro vacuolizacion (mV) en donde pequefias
vacuolas ocupan el citoplasmade las células.

C) Modelo tratado con el extracto de acetato de etilo de C. obtusifoliay se observa congestion e
inflamacion (Inf) ligera de los hepatocitos.

D) Se observa inflamacion severa del parénquimay macro vacuolizacion (MV) donde las vacuolas
empujan el ndcleo hacia la periferia, estas patologias fueron causadas mediante la administracion
de TI.

E) Corte representativo del grupo tratado con Tl + omega-3, en este cuadro se observa necrosis
balonizante (NB) ya que hay un aumento del volumen celular con citoplasma claro y vacuolado,
se pueden observar pequefios filamentos rosados dentro del citoplasma.

F) A este grupo se le administro E-Co + TI. Se observan células con necrosis balonizante alrededor
de la VC con nucleos coloreados uniformemente y picnosis (Pic).

G) Se observa el dafio causado por TC. ElI TC caus6 inflamacién severa del parénquimay un
aumento del volumen celular, espacios claros y los organelos en disposicion irregular (NB) y
ademas se observan células con MV donde el nucleo se encuentradispuesto hacia la periferia.

H) Muestra del grupo administrado con omega-3 + TC, en el cual se observa dafio marcado en el
parénquima, MV en los hepatocitos que desplazan los nucleos y también presentan mV que es
caracteristicade HGNA.

I) Este grupo se administré con E-Co + TC, donde se observa una VC y una menor dilatacion
sinusoidal que en H (omega-3 + TC) y casi sin presenciade mV.

J) Este grupo fue administrado con Tl + TC. Se observa el nivel de dafio por necrosisy como
resultado vacuolizacién general y la liberacion del tejido celular.

K) Grupo administrado con omega-3 + Tl + TC. Se observa un VC definida y con una leve
dilatacion en los espacios sinusoidales en comparacion conJ (Tl + TC), ademas de una inflamacion

ligera.
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L) Grupo administrado con E-Co + Tl + TC. Se observa una VC definida con eritrocitos, con
dilatacion leve entre los espacios sinusoidales, inflamacion ligera, y edema menor de hepatocitos.
Los grupos A, By C con un poco de congestion, leve vacuolizaciony poca inflamacion se pueden
considerar aparentemente sanos.

La MV'y mV suceden principalmente en enfermedades como EHNA, EHGA, obesidad, y diabetes;
por lo que, en I, Ky L estas dos primeras patologias disminuyeronen comparacion con Gy J, lo

que sugiere actividad hepatoprotectora por parte del extracto de C. obtusifoliay el omega-3.
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Figura 15 Panel histoldgico de la tincién hematoxilina/eosina (40x). A) CC, B) omega-3, C) E-Co, D) Tl, E) Tl + omega-3, F) Tl + E-Co, G) TC,
H) TC + omega-3, 1) TC + E-Co, J) TI+ TC, K) TI + TC + omega-3y L) TI + TC + E-Co
VC: vena central Inf: inflamacién MV: macro vacuolizacién. mV: micro vacuolizacion. NB: necrosis balonizante. Pic: picnosis.
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8. DISCUSION

El estudio presente tuvo como objetivo aportar informacién sobre las capacidades
hipolipidemiantes y hepatoprotectoras del extracto de acetato de etilo de las hojas de Cecropia
obtusifolia en un modelo de dislipidemia y dafio hepatico con esteatosis, inducido
experimentalmente por Tl (agente dislipidemiante) y TC (agente hepatotdxico), respectivamente.
Ademas, se analizd su impacto en un modelo de dafio combinado, dado que estas patologias suelen
presentarse de manera concomitante en pacientes con sindrome metabdlico.

Los efectos hipolipidemiantes y hepatoprotectoras del extracto de acetato de etilo de C. obtusifolia
se evaluaron utilizando marcadores de dislipidemia, colestasis, necrosis, y estrés oxidativo,
permitiendo un analisis integral de su actividad biologica. Debido a que el extracto de C.
obtusifolia es una fuente de compuestos antioxidantes, también se realizaron pruebas in vitro para
evaluar su contenido fendlicoy capacidad antioxidante mediante ensayos de DPPH", ABTS "y
FRAP.

Efecto antioxidante y contenido fendlico del extracto de acetato de etilo de C. Obtusifolia

Los compuestos fenolicos son metabolitos secundarios producidos por las plantas con diversas
funciones fisioldgicasy propiedades biologicas beneficiosas para la salud humana (Galano et al.,
2016). Se ha reportado que poseen propiedades antioxidantes, antiinflamatoria,
antienvejecimiento, y antiproliferativos (Antunes-Ricardo et al., 2015; Cheng et al., 2017;
Hanhineva et al., 2012). En C. obtusifolia, se han identificado compuestos bioactivos como acido
clorogénico, isoorientina, sitosterol, estigmasterol (Andrade-Cettoy Heinrich, 2005).

En este estudio, el extracto de acetato de etilo de Cecropia obtusifolia presenté un contenido de
fenoles totales de 19.8 mg EAG/g de extracto, confirmando la presencia de compuestos
antioxidantes. Sin embargo, este valor es considerablemente menor al reportado por Rivera-
Mondragon et al. (2019), quienes obtuvieron 437.9mg EAG/g utilizando un extracto
hidroalcoholico (metanol al 70%) y extraccion asistida por ultrasonido (UAE).

Las diferencias en la concentracion de compuestos fendlicos pueden atribuirse al tipo de solvente
y al método de extraccion. EI metanol al 70% es un solvente hidroalcoholico altamente polar que
favorece la extraccion de compuestos hidrofilicos, mientras que el acetato de etilo, de polaridad
intermedia, puede limitar la solubilizacion de ciertos compuestos fendlicos. Espinosa-Sanchez et
al. (2025) reportaron que los extractos de Hibiscus sabdariffa obtenidos con metanol presentaron

mayor capacidad antioxidante que en aquellos obtenidos con acetato de etilo 0 agua. Ademas, el
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método de extracciéninfluye en la cantidad de fenoles extraidos, ya que Rivera-Mondragénet al.
(2019) utilizaron una extraccion asistida por ultrasonido (UAE), que mejor0 la eficiencia de
extraccion al romper las estructuras celulares, en comparacion, el método empleado en este estudio
podria haber sido menos eficiente para liberar compuestos bioactivos de la matriz vegetal.

A pesar del menor contenido fendlico, el extracto mostré actividad antioxidante moderada, con
valoresde 56.62 mgET/gen DPPHYy 7.722 mg EVC/g en ABTS lo que sugiere que los compuestos
extraidos son funcionalmente activos. Dado que ABTS mide radicales hidrofilicosy lipofilicos,y
DPPH es especifico para medios organicos, los resultados indican que los compuestos extraidos
con acetato de etilo son mas activos en medios menos polares.

Se ha propuesto que ciertos compuestos bioactivos pueden modular la actividad antioxidante a
través de la activacion de la via Nrf2/HO-1, la cual regula la expresion de enzimas antioxidantes
y contribuye a la reduccién del estrés oxidativo celular (Estefes-Duarte et al., 2024). La presencia
de &cido clorogénicoen C. obtusifolia podria estar relacionada con este mecanismo, favoreciendo
la proteccion celular frente a especies reactivas de oxigeno.

Estudios en otras especies han demostrado que los extractos obtenidos con acetarto de etilo pueden
conservar una actividad antioxidante significativa. Por ejemplo, en Ageratum conyzoides L., un
extracto similar mostro altos valores en los ensayos ABTS, lo que se atribuye a la naturaleza de
los compuestos extraidos (Mesa-Vanegas et al., 2015). Esto sugiere que, aunque el contenido
fenolico total sea menor en comparacion con extractos hidroalcohdlicos, la seleccion de un
disolvente menos polar puede beneficiar la extraccién de ciertos compuestos bioactivos
especificos.

En conclusion, el extracto de acetato de etilo de C. obtusifolia present6 actividad antioxidante,
aungque menor en comparacion con extractos obtenidos con solventes mas polares. Sin embargo,
la naturaleza de los compuestos extraidos podria ser Gtil en aplicaciones especificas que requieran
moléculas menos polares, como fitoesterolesy triterpenoides. Estudios futuros deberian enfocarse
en optimizar laextraccion mediante combinaciones de solventes o métodos avanzados como UAE

para maximizar el rendimientoy la actividad funcional del extracto.

Modelos de dafio inducido en los marcadores bioquimicos
En este estudio, la administracion de una dosis Unica de 400 mg/kg de Tl aumento

significativamente los niveles de TG y COL total plasmaticos. Ademas, el Tl incrementé los
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nivelesde LP y GGTP, mientras que redujo significativamente los niveles de glucdgeno hepatico,
lo que indica que ademas de dislipidemiael Tl también causé colestasisy estrés oxidativo.

Por otro lado, el TC es ampliamente utilizado para inducir dafio hepatico experimental, similar a
la MASH, ya sea agudo o cronico, debido a su capacidad para generar radicales libres
triclorometilo (TCs"), mediante la ruptura homoliticade los enlaces C-Cl. Estos radicales se unen
de manera covalente a lipidos de membrana, promoviendo el proceso de lipoperoxidaciony dafio
hepatico (Muriel, 2009). En este estudio, la administracion de TC aumentd los niveles de GGTP,

ALT, y LP, lo que reflejanecrosis hepatica y estrés oxidativo severo.

Efecto del E-Co en condiciones normales
En el grupo control del extracto de acetato de etilo de Cecropia obtusifolia (E-Co), este no

modifico los niveles de la mayoria de los marcadores bioquimicos evaluados (TG, COL, LP y
GGTP), a excepcion de que aumentd significativamente fosfatasa alcalina (FA) y disminuyo el
glucdgeno hepatico, en comparacion del grupo sano CC. Esto quiere decir que el E-Co por si solo
no altero significativamente el estado basal del higado ni el perfil lipidico de las ratas sanas. Acerca
del aumento de FA, aunque es un marcador de colestasis, no es especifico del higado, también se
encuentra presente en otros tejidos (huesos, intestinos y rifiones), y su aumento podria estar
relacionado con la actividad de compuestos del E-Co que influyen en otras vias fisioldgicas
(Andrade-Cettoy Heinrich (2005). La reduccion del glucégeno podria atribuirse a la presencia de
acido clorogénico en el extracto, que inhibe la glucosa-6-fosfato translocasa, una enzima clave en
la gluconeogeénesis; esto conduce a una menor produccion de glucosa hepaticay, por consiguiente,

a una reduccion de las reservas de glucogeno.

Efecto del E-Co sobre dislipidemia
La administracién del Extracto de acetato de etilo de Cecropia obtusifolia (E-Co) disminuyd

significativamente los niveles de TG y COL en los grupos tratados con Tly E-Co en comparacion
con el grupo control de dafio con dislipidemia, demostrando un efecto hipolipemiante. Los
resultados obtenidos en este estudio son consistentes con los resultados del ensayo clinico
realizado por Herrera-Arellano et al. (2004) donde un extracto acuoso de C. obtusifolia mostro

efectos hipolipemiantessignificativos en pacientes con DM-2.

Efecto del E-Co sobre esteatohepatitis
La actividad de la FA y GGTP), asi como la concentracion de bilirrubinas son marcadores clave

de colestasis. En los grupos tratados con Tl, estos marcadores se incrementaron significativamente,

51



reflejando dafio biliar. La administracién de E-Co disminuy0 los niveles de FA y GGTP en
modelos con Tl, por lo que ayudd a reducir la retencion biliar causada por el Tl, evidenciando una
mejora en la funcion biliar, quizas activando transportadores de bilis de la membrana canalicular
o0 bien por los efectos antiinflamatorios e inmunomoduladores sobre citocinas que promueven la
colestasis a nivel molecular sobre esos transportadores; aunque, debe considerarse que
dependiendo de la dosis y tiempo de administracién los polifenoles pueden causar colestasis
(Sanchez-Salgado et al., 2019; Stieger et al., 2017). Debido que la GGTP es un marcador mas
especifico de dafio hepatico, los resultados respaldan su efecto hepatoprotector parcial. A pesar de
ello, en el modelo de extracto y dafio combinado (TI + TC + E-Co), se observé un aumento
significativode FA y BD en comparacion con el grupo control de dafio combinado. Este aumento
podria explicarse por la baja especificidad de la FA, ya que su actividad no se limita al higado,
sino que también esté presente en tejidos como huesos e intestinos. Por otro lado, el aumento de
BD indica una alteracion en la excrecion biliar que no fue revertida por el E-Co en el modelo
combinado, posiblemente debido a la persistencia del dafio hepatico severo inducido por TC,

La necrosis hepética evaluada mediante la actividad de ALT aument6 significativamente en los
modelos de dafio inducido por Tl y TC. La administracion de E-Co present6 una disminucion
significativade los niveles de ALT, en el grupo tratado con Tl y E-Co, lo que indica que el E-Co
protege a los hepatocitos contrael dafio celular inducido por Tl. En el grupo retode TCy E-Co, se
evidenci6 un aumento marcado de la necrosis; aunque, hay que recordar que ALT no se elevo por
laadministracion del E-Co per se. Pese a esto, en el modelo de dafio combinado, el E-Co no logré
revertir el aumento de ALT, sugiriendo una proteccion limitada en condiciones de dafio mas
severo. Es importante mencionar que en dafio combinado el extracto aumentd los nivelesde ALT,
lo que inicialmente podria interpretarse como indicio de necrosis; sin embargo, al analizar los
demas marcadores de dafio hepatico, esta interpretacidn no resulta consistente.

Si bien ALT aumentd, estudios como los de Pratt y Kaplan (2000) destacan que las elevacionesen
los niveles de aminotransferasas pueden ser indicativas de dafio hepatico leve o incluso
modulaciones enzimaticas sin correlacionarse directamente con necrosis celular. De acuerdo con
Wang et al. (2023), el &cido clorogénico (CGA), uno de los principales compuestos bioactivos
identificados en Cecropia obtusifolia, desempefia un papel clave en la regulacion de rutas de
sefializacion involucradas en la respuesta antioxidante y la inflamacion, como Nrf2/HO-1. Estas

vias podrian estar relacionadas con la modulacion de la expresion y actividad de ALT en nuestro
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modelo, lo que refuerza la hip6tesis de que el E-Co no causa toxicidad directa, sino que promueve
ajustes fisioldgicos enzimaticos en respuesta al estrés oxidativo inducido. Respecto a la mejoria
en otros marcadores como LP y CAT indica que el E-Co no esta causando necrosis directa ni
toxicidad.

El Tl'y el TC aumentaron significativamente los marcadores de estrés oxidativo como la LP y la
actividad de CAT, reflejando un estado de estrés oxidativo severo en los hepatocitos. Aunque las
pruebas antioxidantes in vitro mostraron que el E-Co tiene actividad antioxidante moderada, in
vivo no logré revertir significativamente estos marcadores de estrés oxidativo. Esto podria
atribuirse a la polaridad intermedia del acetato de etilo utilizado como disolvente, que limita la
extraccion de compuestos altamente antioxidantes. En consecuencia, el E-Co no fue
suficientemente efectivo para mitigar el estrés oxidativo en las pruebas in vivo realizadas, aunque
si mostrd actividad antioxidante en las pruebas in vitro. Estos resultados sugieren que, aunque el
E-Co tiene propiedades hepatoprotectoras parciales, su capacidad para revertir la colestasis y la
disfuncion biliar es limitada.

El glucdgeno hepético disminuy6 significativamente tras la administracion de TC y TI, lo que
refleja unaalteracion en el metabolismo energético del higado. Laadministracion de E-Co también
redujo las reservas de glucégeno, tanto en condiciones normales como en los modelos de dafio
inducido; aunque el glucégeno hepatico disminuy6 con el tratamiento de E-Co, los niveles no se
depletaron. Esto indica que, a pesar del dafio combinado, el higado mantuvo cierta funcionalidad
metabolica, y que la disminuciénde glucogeno hepatico observada en los grupos tratados con E-
Co en comparacion del grupo control de controles, se puede atribuir a la razén expuesta en un
inicio, por la inhibicién de la glucosa-6-fosfato translocasa, mediada por el &cido clorogénico
presente en el extracto, este mecanismo afecta la sintesis de glucosa hepaticoy reduce las reservas
de glucogeno (Andrade-Cetto y Vazquez, 2010). También, algunos constituyentes del extracto de
polaridad intermedia podrian ser inhibidores de fosfodiesterasa-4, que conlleva a un incremento
de AMPc, éste a su vez regulaa la baja la sintesis de glucogeno y eleva su degradacion (Rohrig et
al., 2017). Asimismo, se observo que en el modelo de dafio combinado los niveles de glucégeno
casi llegaron a los niveles normales, lo que implica que a pesar del dafio inducido se mantuvo la

funcion hepatica.
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Papel de los compuestos bioactivos de E-Co en la modulacidn fisiolégica
El omega-3, en particular los acidos grasos EPA y DHA, ha demostrado tener multiples beneficios,

incluyendo la modulacion del perfil lipidico, la reduccion de triglicéridos, la mejora de la
sensibilidad a la insulina y reduccion del estrés oxidativo, tal como se documenta en estudios
recientes revisados por Banaszak et al. (2024). Adicionalmente, se ha reportado que el omega-3
reduce la colestasis hepéatica inducida por TC, segin lo sefialado en el trabajo de Fernandez-
Martinez etal. (2019). Por estarazon, en el presente estudio se utiliz6 el omega-3 como un estandar
de comparacion adecuado para evaluar los efectos del E-Co se administro una dosis de 300 mg/kg
en los modelos experimentales.

Si bien el extracto de acetato de etilode Cecropia Obtusifolia mostré una reduccion significativa
de triglicéridos y colesterol, el omega-3 presento beneficios adicionales en la regulacion de la
inflamacion sistémicay lamodulacion de enzimas hepaticas. Al comparar estos efectos, se observo
que el omega-3 posee propiedades mas marcadas en la reduccion de colestasisy estrés oxidativo,
lo que coincide con su accion antiinflamatoria y antioxidante ampliamente documentada. Sin
embargo, el extracto de acetato de etilo de Cecropia obtusifolia mostro eficacia en la modulacion
de marcadores lipidicos (TG y COL), lo que refuerza su potencial como agente hipolipemiante en
modelos de dafio hepatico. Estudios futuros deberian enfocarse en optimizar la composicion y
técnica de extraccion del extracto para potenciar su efecto hepatoprotector y antioxidante.

El estrés oxidativo y la inflamacién desempefian un papel crucial en la progresiéon de la
dislipidemiay el dafo hepatico. Se ha demostrado que ciertos compuestos bioactivos pueden
regular la actividad de NF-kB, reduciendo la produccion de citocinas proinflamatorias y
protegiendo a los hepatocitos contra el dafio oxidativo (Espinosa-Sanchez et al., 2025). En este
contexto, los flavonoides y polifenoles presentes en Cecropia obtusifolia podrian modular estas
vias, favoreciendo la proteccion celular frente a especies reactivas de oxigeno y reduciendo la
inflamacion hepatica.

Finalmente, enlos grupos control de dafio combinado (TL + TC), no se observé un efecto sinergico
negativo entre ambos agentes. Esto podria explicarse por la accion predominante del tiloxapol
sobre el tetracloruro de carbono. Como se menciono previamente, el Tl causa dafio hepéatico
principalmente al inducir dislipidemia, lo que se reflejé en un aumento significativode TGy COL,;
incluso, este proceso también incremento el estrés oxidativo, medido a través de la enzima CAT

en el grupo con dafio combinado. No obstante, a dosis bajas, el Tl presenta propiedades

54



antioxidantes que le permiten neutralizar radicales libres, como los radicales hidroxilosy el &cido
hipocloroso; ademas, tiene la capacidad de mitigar los efectos dafiinos de las endotoxinas in vivo
al desensibilizar los receptores de dichas endotoxinas en los macréfagos, lo que contribuye a
reducir la respuesta inflamatoria. Aunque estudios previos han demostrado que el Tl induce
apoptosis en dosis altas, esto ocurre debido a la produccién de especies reactivas de oxigeno y
nitrogeno por parte de los macréfagos (Jung-hua et al., 2008).

La reduccién del dafio hepatico esperado inducido por el TC podria atribuirse al efecto antioxidante
y antiinflamatorio previamente reportado parael Tl, ya que este este compuesto pudo actuar como
un atenuador de los radicales libres TC3" generados en el higado a partir del TC. A pesar de que el
Tl fue administrado 24 hrs antes del TC, con el fin de evitar interferencias como las observadas en
el estudio de Fernandez-Martinez et al. (2019), se sabe que sus efectos hiperlipidemiantes pueden
persistir hasta por 4 dias en el plasma (Lawler et al., 2016) Esto sugiere que el Tl no habia sido
eliminado completamente del organismo y que aun podria haber ejercido actividad antioxidante
contrael TC y sus radicales libres.

Adicionalmente, el Tl ejerce un efecto antiinflamatorio al inhibir al mediador proinflamatorio NF-
kB, lo que reduce la sintesisy liberacion de citocinas proinflamatorias como TNF-a., interferon-
gamma (IFN-vy), IL-6, IL-8 y IL-1B (Chalmehetal., 2016; Ghio etal., 1996). Su estructura quimica
le confiere propiedades antioxidantes directas (Sachs et al., 1999), ademas de la capacidad de
regular la sintesis de enzimas antioxidantes, como superoxido dismutasa (SOD) y glutation
peroxidasa (GPx) (Chalmeh et al., 2016). Estos mecanismos refuerzan la importanciadel Tl en la

modulacion del estrés oxidativo y la inflamacién en modelos experimentales de dafio hepatico.
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9. CONCLUSIONES

Esta investigacion logro responder a los objetivos planteados al demostrar que el extracto de
acetato de etilo de las hojas de Cecropia obtusifolia posee efectos farmacologicos relevantes
principalmente sobre los modelos de dislipidemia. Los hallazgos mas significativos son que
presenta un potencial terapéutico notable como agente hipolipemiante y hepatoprotector, aungue
con limitaciones en ciertos contextos de dafio hepatico severo. En relacion con sus efectos
metabolismo energético hepatico, la disminucion de glucégeno en los grupos tratados con E-Co,
tanto en condiciones normales como de dafio inducido, resalta un efecto metabdlico directo del
extracto. Este efecto podria ser beneficioso para evitar la sobreproduccion de glucosa hepatica en
pacientes con resistencia a la insulina, esta evidencia es consistente con su uso tradicional,
haciendo referenciaalos estudios realizados que giran en torno al efecto antidiabético de Cecropia
obtusifolia.

El extracto representa una alternativa prometedora para abordar los problemas de dislipidemiay
dafio hepatico de origen metabdlico, especialmente dado su origen natural y bajo perfil de
toxicidad. Sin embargo, su capacidad para mitigar colestasisy estrés oxidativo debe ser estudiada

en profundidad, y es crucial evaluar su eficaciaen ensayos clinicos.
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