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I1l. RESUMEN

Las dislipidemias (DLPs) son enfermedades caracterizadas por el desbalance en los niveles
de lipidos sanguineos, principalmente colesterol, triglicéridos, LDL y HDL. Estas
enfermedades se encuentran asociadas con el riesgo cardiovascular y el dafio hepatico; por
ello, el estudio de plantas medicinales que sirvan como agentes preventivos o curativos
resulta necesario. La ortiga (Urtica dioica L.) es una planta herbacea perenne que posee
compuestos quimicos que sugieren posibles propiedades medicinales contra las DLPs; sin
embargo, debido a su misma composicién quimica, es posible que dicha planta también
promueva algun tipo de dafio hepatico. Por ello, el objetivo de este trabajo fue evaluar el
efecto de la suplementacion aguda con un extracto de Urtica dioica L. (EXO) sobre las DLPs
y la funcionalidad hepética en un biomodelo de ratas Wistar. Para la obtencion del EXO se
utilizé un proceso de extraccion por Soxhlet y acetato de etilo. EI EXO se caracterizd
funcionalmente mediante la determinacion de la actividad antioxidante por diversos métodos
y un andlisis por RMN!H. Después se integraron siete grupos experimentales y se les
suplement6 con solucion salina o aceite de maiz (controles), EXO, o bezafibrato (control
positivo); y se evaluaron diferentes marcadores bioquimicos como glucosa, colesterol, HDL,
LDL, triglicéridos, etc. Asimismo, se evaluaron marcadores de dafio y funcionalidad
hepética, y de defensa antioxidante como la actividad hepética de la catalasa, la alanina
aminotransferasa, lipoperoxidacion, entre otros. EI EXO mostr6 una actividad antioxidante
modesta y en general no mostrd una buena actividad hipolipemiante. A nivel hepético, se
observo elevacidn de ciertos marcadores de estrés y funcionalidad, lo cual se atribuy6 a la

presencia de compuestos con efectos indeseables.

Palabras clave: dislipidemia; efecto hepatoprotector; efecto hepatotoxico; efecto

hipolipemiante; Urtica dioica L.



IV. ABSTRACT

Dyslipidemias (DLPs) are diseases characterized by an imbalance in blood lipid levels,
primarily cholesterol, triglycerides, LDL, and HDL. These diseases are associated with
cardiovascular risk and liver damage; therefore, studying medicinal plants that serve as
preventive or curative agents is necessary. The nettle (Urtica dioica L.) is a perennial
herbaceous plant that possesses chemical compounds suggesting potential medicinal
properties against DLPs; however, due to its chemical composition, it is also possible that
this plant may promote some liver damage. Therefore, the objective of this study was to
evaluate the effect of acute supplementation with a Urtica dioica L. extract (EXO) on DLPs
and liver function in a Wistar rat biomodel. EXO was obtained using a Soxhlet extraction
process and ethyl acetate as the extraction solvent. EXO was functionally characterized by
determining its antioxidant activity using various methods and using NMR*H analysis. Seven
experimental groups were then combined and supplemented with saline or corn oil (controls),
EXO, or bezafibrate (positive control). Various biochemical markers were evaluated,
including glucose, cholesterol, HDL, LDL, triglycerides, and others. Likewise, markers of
liver damage and function, as well as antioxidant defense, such as hepatic catalase activity,
alanine aminotransferase, and lipid peroxidation, among others, were also assessed. EXO
showed modest antioxidant activity and generally did not exhibit significant lipid-lowering
activity. Elevations in particular liver stress and function markers were observed, which were

attributed to the presence of compounds with undesirable effects.

Keywords: dyslipidemia; hepatoprotective effect; hepatotoxic effect; lipid-lowering effect;
Urtica dioica L.



1. INTRODUCCION

Las enfermedades no transmisibles (ENTS) o enfermedades cronicas son consideradas un
problema de salud publica y un reto total para el sistema de salud a nivel mundial debido al
numero de personas que las padecen y al gasto economico que conlleva el tratamiento de
estas enfermedades. De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las ENTs
suelen ser de larga duracién, y son el resultado de una combinacion de factores genéticos,
fisiologicos, ambientales, y de comportamiento (inactividad fisica, alimentacion poco
saludable, consumo de tabaco, consumo nocivo de alcohol, etc.). Las ENTs fueron
responsables de 43 millones de muertes en 2021, lo que equivale al 75% de todas las muertes
en el mundo, afectando mayormente a poblaciones de paises de ingreso mediano y bajo
(Organizacion Mundial de la Salud, 2024).

Las dislipidemias (DLPs) son un tipo de ENTs que se caracterizan por la modificacion en el
metabolismo de los lipidos plasmaticos, ocasionando elevaciones en los niveles de colesterol
total, triglicéridos (TG), y/o lipoproteinas tanto de baja (LDL); asi como descenso de las
lipoproteinas de alta densidad (HDL). En la poblacion mexicana, las DLPs de mayor
prevalencia son la hipoalfalipoproteinemia (c-HDL<40 mg/dL), hipercolesterolemia
(colesterol total > 200 mg/dL), e hipertrigliceridemia (triglicéridos > 150 mg/dL) (Juan Lopez
et al., 2013). A nivel mundial, el 39% de la poblacion adulta presenta niveles altos de
colesterol en sangre y la prevalencia es mas alta en el género femenino (40%), a diferencia
del masculino, que es de 37%. En 2017, se registraron 4.32 millones de fallecimientos a causa
de los altos niveles de LDL. Las cifras anteriores contribuyeron al aumento del riesgo de
enfermedades cardiovasculares (ECV), siendo este tipo de enfermedades las principales
causas de mortalidad y/o discapacidad en el mundo (Ghazwani et al., 2023).

Actualmente, el principal frente terapéutico contra las DLPs es la farmacoterapia; no
obstante, aunque todos los farmacos tienen efectos secundarios y adversos, los farmacos
hipolipemiantes como los fibratos y estatinas, son particularmente conocidos por sus largas
listas de efectos adversos desde moderados hasta severos, entre los que destacan las
miopatias, los problemas gastrointestinales, y las elevaciones de transaminasas hepaticas.
Considerando esto, la investigacion de plantas medicinales ha crecido sustancialmente ya
gue normalmente generan menores efectos secundarios que los farmacos; ademas, el

potencial preventivo y terapéutico de las plantas en ocasiones puede equipararse a los efectos



de los farmacos tradicionales. La ortiga (Urtica dioica L.) se ha utilizado desde hace siglos
como medicina y alimento, y, en las ultimas décadas, el estudio de esta planta para el
tratamiento de enfermedades metabdlicas como la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y el higado
graso ha adquirido relevancia (Qujeq et al., 2011); ya que se ha reportado que incrementa la
secrecion de insulina (Morshed et al., 2011), aumenta la actividad de enzimas antioxidantes
(Ozen y Korkmaz, 2003), disminuye el dafio hepatico (Ibtissem et al., 2017), mejora el perfil
lipidico (Mehran et al., 2015) etc.; esto gracias a los compuestos bioactivos que contiene.

Por otro lado, al observar que las investigaciones actuales reportan efectos discordantes de la
Urtica dioica L. sobre el perfil lipidico, y debido a que esta planta no se ha estudiado a
profundidad en un modelo agresivo de dislipidemia inducida por agentes quimicos, este
estudio se plante6 como objetivo estudiar el efecto hipolipemiante del extracto de acetato de
etilo de Urtica dioica L. (EXO) en ratas con dislipidemia experimental inducida por
tiloxapol. El trabajo presente también indago acerca de los posibles efectos hepatotdxicos o
bien hepatoprotectores de esta planta, y si dichos efectos pueden darse en un biomodelo de
dislipidemia aislada, es decir, sin padecer obesidad, DM2 o higado graso, como sucede en el
sindrome metabolico y en otras situaciones. Con ello se intent6 esclarecer si los posibles
efectos benéficos de la ortiga sobre las DLPs son directos o0 son consecuencia de la
disminucion de la gravidez de otros aspectos del sindrome metabdlico como la obesidad y la
inflamacién asociada al exceso de tejido graso. Esta investigacion pretendié destacar el valor
medicinal de la Urtica dioica L., tanto en el &mbito cientifico como en su uso cotidiano, para
su posible implementacion como agente preventivo o terapéutico contra las DLPs, pero sin

el riesgo de sufrir afectaciones hepaticas en el proceso terapéutico.



2. MARCO TEORICO
2.1 Dislipidemias

Las dislipidemias (DLPs) son desequilibrios en las concentraciones de los diferentes tipos de
lipidos plasmaticos, principalmente colesterol, triglicéridos (TG), y lipoproteinas de alta
(HDL) y baja densidad (LDL) (Figura 1). Las DLPs pueden ser causadas por factores
genéticos, ambientales o por otras patologias, lo que incrementa las probabilidades de
desarrollar riesgo cardiovascular (acumulacion de lipidos en las paredes arteriales) (Mosca

etal., 2022), y de sufrir dafio hepatico debido a inflamacién y oxidacion (Martin et al., 2022).

Triglicérido

Colesterol

Figura 1. Principales lipidos plasmaticos. Creada en BioRender.com

2.1.1 Clasificacion

Segun su origen, las DLPs se clasifican como primarias o genéticas, y secundarias. Las DLPs
primarias se dan como resultado de defectos en los receptores, enzimas, y/o en algunos
metabolitos relacionados con el metabolismo de los lipidos, los cuales se hacen presentes en
la sintesis y eliminacién de las lipoproteinas. Dentro de esta clasificacion se encuentran
principalmente la hipercolesterolemia familiar, la hiperlipidemia familiar combinada, la
disbetalipoproteinemia, y la hipertrigliceridemia familiar. Por otro lado, las DLPs

secundarias se producen como consecuencia del padecimiento de otras enfermedades que se



relacionan con la alteracién de los lipidos en la sangre, como la obesidad, la resistencia a la
insulina, la diabetes mellitus, el hipotiroidismo, el sindrome nefrotico, e incluso la toma de
ciertos medicamentos (Maestro, 2016). La clasificacion de Fredrickson distingue seis
fenotipos de DLP, segun el patron de lipidos alterados. La Tabla I muestra mas detalles de

dicha clasificacion.

Tabla |

Clasificacion de las dislipidemias segun Fredrickson (OMS)

Tipo Lipoproteina aumentada Lipidos aumentados

I Quilomicrones Triglicéridos

la LDL Colesterol

b LDLy VDL Colesterol y triglicéridos

i VLD vy residuos de quilomicrones Triglicéridos y colesterol
v VLDL Triglicéridos

\ Quilomicrones y VLDL Triglicéridos y colesterol

Tomado de Miguel-Soca (2009).

2.1.2 Epidemiologia

La prevalencia de DLPs en adultos a nivel global ronda entre el 20% y el 80% (Mohamed-
Yassin et al., 2021). Los factores que favorecen la aparicién de DLPs son la edad, la etnia, el
sexo (las mujeres suelen tener HDL mas alto y LDL mas bajo, a diferencia de los hombres)
(Xia et al., 2023), la region, los factores ambientales, asi como la carga genética (Pirillo et
al., 2021). Actualmente, la vida sedentaria, una dieta desequilibrada, y la obesidad, estan
haciendo que la prevalencia de DLPs en nifios y adolescentes crezca con rapidez,
especialmente en paises desarrollados (Xia et al., 2023). En México, la prevalencia general
de DLPs es de 36.7% (Morales Villegas, 2023). La alta prevalencia se debe a que una gran
cantidad de factores pueden ocasionar disturbios en el trafico y niveles normales de lipidos
circulantes y depositados en el cuerpo. Por ello, a fin de entender los procesos patolégicos de
la DLPs, a continuacion, se ofrece una descripcion breve de los sistemas que permiten

mantener la homeostasis de los lipidos.



2.1.3 Homeostasis de los lipidos

La homeostasis de los lipidos (Figura 2) se logra mediante un equilibrio delicado entre tres
procesos fundamentales: la sintesis endogena de colesterol y acidos grasos en el higado, la
absorcion intestinal de lipidos dietéticos y biliares, y la tasa de excrecion de estos. Este
equilibrio es vital para mantener niveles optimos de los diferentes tipos de lipidos bioldgicos
y para prevenir desbalances que puedan derivar en patologias metabolicas y cardiovasculares
(Cofan Pujol, 2014).

Los lipidos provenientes de la dieta atraviesan el proceso de digestion que comienza en el
estbmago donde la lipasa gastrica hidroliza los triglicéridos en &cidos grasos vy
diacilgliceroles, los cuales pasan al duodeno donde la lipasa pancreatica continta con este
proceso de hidrdlisis. Ahi mismo, es decir, en el duodeno, las sales biliares emulsifican las
grasas y forman micelas mixtas (Bauer et al., 2005), lo que facilita su absorcion a nivel
intestinal y su incorporacion en los enterocitos. En estas células se lleva a cabo la
esterificacion de los acidos grasos provenientes de la dieta mediante la accion de enzimas
como la acil-CoA colesterol aciltransferasa (ACAT), lo cual, tras la adicion de apoB48 y la
accion de la proteina de transferencia microsomal (MTP), da lugar a la formacion de
quilomicrones (QM). Posteriormente, los QM son liberados a la circulacion sanguinea,
permitiendo la distribucién de lipidos en el organismo para cumplir funciones esenciales
como la produccion de energia o el almacenamiento en los adipocitos (Yuan et al., 2020).
Una vez que han perdido gran parte de los TG gue contenian inicialmente, los quilomicrones,
ahora llamados remanentes de quilomicrones (rQM), son captados por el higado en un
proceso mediado por receptores.

En el higado se ensamblan unas particulas ricas en TG y colesterol, conocidas como
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), las cuales, tras ser hidrolizadas por la enzima
lipoproteina lipasa (LPL), liberan los TG que contienen y luego estos se transforman en
acidos grasos, que son dirigidos al masculo, al corazon, y a los adipocitos (Wu et al., 2021).
Asimismo, las lipoproteinas de baja densidad (LDL), un tipo de particulas similares a las
VLDL, pero con una mayor densidad, se encargan de trasladar los lipidos a las células del
cuerpo mediante receptores especificos. No obstante, cuando los receptores alcanzan su

capacidad méaxima, se produce un aumento de LDL en el plasma, lo cual, si persiste, puede



desencadenar hipertrigliceridemia y aumentar significativamente el riesgo de enfermedades
cardiovasculares (Berneis y Krauss, 2002). Para el transporte eficiente y el correcto
metabolismo de VLDL y LDL, el higado sintetiza ApoB-100 y la incorpora a dichas
lipoproteinas (Qiao et al., 2022). Otro tipo de particulas, las lipoproteinas de alta densidad
(HDL), son fundamentales en la homeostasis de los lipidos, debido a su capacidad para
eliminar el exceso de colesterol de los tejidos (Kane et al., 2021), en un proceso conocido
como transporte inverso del colesterol (RCT). En este proceso, las HDL recogen el colesterol
excedente del plasma, de los macrofagos y de otras lipoproteinas, y lo transportan hacia el
higado (Almulla et al., 2023), en un proceso mediado por el receptor SR-B1 (Scavenger
Receptor Cass B Type 1) (Mehta y Shapiro, 2022). Una vez en las células hepaticas, la
colesterol a-hidroxilasa (CYP7A1), en conjunto con otras enzimas, transforma el colesterol
en &cidos biliares, los cuales se excretan hacia la bilis a través de las proteinas membranales
ABCG5/G8. Finalmente, son liberados al intestino delgado, donde se pueden reabsorber o

eliminar definitivamente del organismo a traves de las heces (Pownall et al., 2021).

Tejidos
periféricos

Higado Intestino

LDl <Gummmmm V| DL Colesterol dietético
(300 mg/dia)

Colesterol

' Absorcion
Acetii-CoA

Colesterol sintetizado Esteroles
(800 my/dia) fecales

(1100 mg/dia)

Figura 2. Homeostasis de los lipidos (Cofan Pujol, 2014). En el intestino delgado se digieren cerca de 300
mg/dia de colesterol dietético al dia, de los cuales, el 35% es absorbido por las paredes intestinales y
transportado a los tejidos y al higado mediante los quilomicrones (QM). En el higado, el colesterol y los TG se
empaquetan en VLDL, las cuales, tras liberar una fraccion de lipidos, se transforman en LDL. Los receptores
de LDL (RLDL) del tejido periférico recogen las LDL circulantes, y los lipidos se liberan para su utilizacién.
El excedente de colesterol después es transportado por las HDL de vuelta al higado (transporte reverso de
colesterol) y transformado en bilis. Finalmente, la bilis es liberada al intestino delgado para su uso en la
digestion de lipidos o para su eliminacion en forma de esteroles fecales (1100 mg/dia). Tanto en los tejidos
periféricos como en el higado, la biosintesis endégena del colesterol puede realizarse utilizando Acetil-CoA

COmMO precursor. 6



2.1.4 Fisiopatologia
Las DLPs se desarrollan por diferentes causas, principalmente por una dieta alta en grasas,
llevar una vida sedentaria, padecer de resistencia a la insulina, por defectos en la sintesis y

ensamblaje de las lipoproteinas, por defectos genéticos raros, etc. (Berberich y Hegele, 2022).

El estilo de vida sedentario, combinado con una dieta rica en grasas saturadas (como manteca
de origen animal y carne de cerdo), colesterol (Miguel-Soca, 2009), grasas trans y
carbohidratos, se ha vinculado con incremento en los niveles plasmaticos de colesterol total,
TG y de LDL (Schwingshackl y Hoffmann, 2013). Una absorcion anormal de colesterol y
TG dietéticos acrecienta los niveles plasmaticos y la composicion de las LDL, haciéndolas
mas densas y pequefias. Este desequilibrio se asocia también con la baja en los niveles de
HDL. Estas alteraciones promueven una mayor filtracion y sintesis de TG, junto con una

produccién endogena elevada de VLDL ricas en TG (Shah et al., 2011).

La resistencia a la insulina también se encuentra estrechamente relacionada con las DLPs. La
insulina es una hormona anabolica lipogénica con un potente efecto antilipolitico (Kolb et
al., 2020). Cuando existe resistencia a la insulina, al mismo tiempo que el pancreas
incrementa la produccion de esta hormona, la inhibicion de la lipdlisis se pierde, liberando
del tejido adiposo los triglicéridos hacia el torrente sanguineo (Su et al., 2021). El flujo
constante de lipidos corporales por la sangre en cantidades exuberantes ocasiona
hipertrigliceridemia, un tipo de DLP que se caracteriza por tener los TG mas altos que el
colesterol (Ibarretxe y Masana, 2021). Cabe resaltar que los niveles elevados de insulina en
sangre acrecientan la sintesis hepética de VLDL, LDL, e IDL y disminuyen la de HDL
(DeFronzo y Ferrannini, 1991). Ahora bien, en el higado, cuando la sintesis de lipidos se ve
alterada por distintos factores, se provoca un acumulamiento de grasa en los hepatocitos,
mismo que provoca la aparicion de higado graso y posterior dafio hepatico por la produccion
de sustancias inflamatorias o especies reactivas de oxigeno (ROS) (Del Valle Diaz et al.,
2015).

Ademas de los factores anteriores, la carga geneética juega un papel especialmente importante
en la aparicion de DLPs primarias. La apolipoproteina E (apoE) controla el metabolismo de
las lipoproteinas, ya que es parte de los quilomicrones y de todas las lipoproteinas. Las

mutaciones en el gen apoe conllevan la aparicion de distintos tipos de dislipidemia como la



disbetalipoproteinemia familiar (tipo I1l), dislipidemia aterogénica con HDL bajo,
hipertrigliceridemia (tipo IV y V), hiperlipidemia combinada familiar (IIb/HFC) e
hipercolesterolemia autosémica dominante (tipo Ila/ADH) (Khalil et al., 2021).

2.1.5 Marcadores bioquimicos para el diagnostico de dislipidemia
Independientemente de la causa, la sospecha de DLPs suele abordarse inicialmente y
diagnosticarse mediante un perfil lipidico en sangre, el cual incluye esencialmente la

determinacion de los niveles de colesterol total, TG, LDL, y HDL.

2.1.5.1 Colesterol

El colesterol es una biomolécula esteroide de las células animales que forma parte de diversos
procesos bioguimicos (hormonas, sales biliares) y biofisicos (rigidez en la membrana
plasmatica) (Figura 1). El cuerpo produce end6genamente el colesterol en el higado, y
también se consigue de manera exdgena, mediante el consumo de alimentos de origen animal
(Yuan et al., 2020). Constituye el ndcleo y la zona periférica de las LDL y HDL; las
apolipoproteinas son muy afines a esta molécula lipidica (Wengrofsky et al., 2019). El nivel
normal de colesterol en sangre debe ser inferior a 200 mg/dL, de 200 - 239 mg/dL se
considera excesivo y dichos niveles son predictores de enfermedades cardiovasculares como
accidentes cerebrovasculares (ACV), DM2, hipertension, ataques cardiacos, etc. (Narwal et
al., 2019).

2.1.5.2 Triglicéridos
Los triglicéridos (TG) son moléculas lipidicas compuestas por una molécula de glicerol y
tres acidos grasos (Figura 1). Los TG de la sangre pueden provenir de la dieta (exdgenos) o
de la lipogénesis de novo (sintesis endégena de TG en el higado). Tanto los TG exdgenos
como los enddgenos se generan a partir de los &cidos grasos, funcionan como reserva de
energia y, al igual que el colesterol, forman parte del nucleo de las lipoproteinas. Los QM y
las VLDL son lipoproteinas particularmente ricas en triglicéridos. Los TG tienen una fuerte
relacion con la lipoproteina lipasa (LPL) y con los receptores hepaticos de LDL (RLDL). Las
perturbaciones en la produccién y en el catabolismo de los TG se expresan como
hipertrigliceridemia (HTG) (Ibarretxe y Masana, 2021). El nivel normal de TG en sangre
debe situarse por debajo de 150 mg/dL (Yiy Waqas, 2023). La HTG crénica se considera un



biomarcador de riesgo cardiovascular, enfermedad cardiovascular aterosclerotica (Budoff,
2016) y pancreatitis aguda (Laufs et al., 2020).

2.1.5.3 Lipoproteinas de baja densidad (LDL)

Las lipoproteinas de baja densidad son particulas que se encargan de transportar el colesterol
desde el higado hacia los tejidos periféricos y las células y de vuelta al higado. Las LDL
surgen de la eliminacion de TG de las particulas VLDL. Poseen un tamarfio aproximado de
18-25 nm y son altamente afines a la apolipoproteina B-100 (Apo B-100) (Wengrofsky et
al., 2019). Una concentracion alta de LDL en el plasma aumenta la acumulacion de estas en
las paredes arteriales, provocando la obstruccién de los vasos sanguineos. Ademas, las
particulas de LDL guardadas se oxidan ocasionando estrés oxidativo, inflamacion y la
aparicion de aterosclerosis (Gau y Wright, 2006). El nivel normal de LDL debe ser <100
mg/dL (Yiy Wagas, 2023), de lo contrario, el riesgo cardiovascular incrementa entre un 30
- 60% (Mérz et al., 2017).

2.1.5.4 Lipoproteinas de alta densidad (HDL)
Es la lipoproteina mas pequefia, con un tamafio menor a 15 nm, y se asocia con la Apo A-1,
A-Il, Apo C y Apo E. Actia como antioxidante y de manera antiinflamatoria; también es la
encargada del transporte reverso de colesterol (RCT), este proceso consta de recoger el
colesterol de tejidos periféricos y transportarlo al higado donde se puede transformar en
acidos biliares (para su uso en la digestion) y/o secretdndose directamente en la bilis (para
ser excretados), también moviendo el colesterol a ciertos érganos para la produccion de
hormonas (Wengrofsky et al., 2019). Los valores normales de HDL varian por el género, en
mujeres el rango va de 35 - 55 mg/dL (0.9 - 1.4 mmol/L) y en hombres de 45 - 65 mg/dL (1.2
- 1.7 mmol/L) (Reuter y Hermann, 1982); niveles por debajo de lo normal sugieren mayor

riesgo cardiovascular (Marz et al., 2017).

Las DLPs causan dafio en los érganos como el higado, ya que el acumulamiento de lipidos
en las celulas hepaticas provoca un hinchamiento de estas, asimismo, se generan especies

reactivas de oxigeno y sustancias inflamatorias que causan lipotoxicidad (Sheka et al., 2020).



2.2 Dafio hepatico
2.2.1 Generalidades

El dafio hepatico es un proceso en el cual se ven comprometidas las funciones hepaticas por
factores como la inflamacion, destruccion y regeneracion de los hepatocitos. Las causas
adjudicadas son las infecciones, el abuso de alcohol prolongado, toxinas, factores genéticos,
y trastornos metabdlicos. Dentro de estos ultimos, el sindrome metabolico, la DM2 y las
DLPs son enfermedades que comunmente repercuten en el funcionamiento hepatico,
causando principalmente esteatosis hepatica metabolica (MASLD) y posteriormente

esteatohepatitis asociada a disfuncion metabodlica (MASH) (Sharma y Nagalli, 2023).

El dafio hepéatico producto de alteraciones metabolicas inicia con la esteatosis hepatica
metabdlica (MASLD, por sus siglas en inglés). Después se desarrolla esteatohepatitis
asociada a disfuncién metabolica (MASH, por sus siglas en inglés), la cual se caracteriza por
la acumulacién de grasa, la balonizacion de los hepatocitos, inflamacidn hepatica (Y ounossi
et al., 2025) y dafio en la masa hepatica por lipotoxicidad (Machado y Diehl, 2016). A largo
plazo, la MASH puede provocar fibrosis, cirrosis y posteriormente, cancer de higado (Figura
3) (Cotter y Rinella, 2020).

Higado sano Esteatosis hepadtica Esteatohepatitis metabdlica
metabdlica (MASLD) (MASH)

Higado con cirrosis Carcinoma
hepatocelular (CHC)

Figura 3. Etapas de evolucién de dafio en higado humano. Creada en BioRender.com
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2.2.2 Marcadores de dafio y funcionalidad hepatica

2.2.2.1 Marcadores de colestasis

El dafio y/o estrés hepatico causan que las enzimas propias del higado se filtren a través de
la membrana celular al plasma, ocasionando una elevacion de los niveles plasmaticos de
dichas enzimas (Kalas et al., 2021). La colestasis es una alteracion en la formacion y
excrecion de la bilis ocasionando la acumulacion de componentes biliares en los hepatocitos
alterando su funcién (Onofrio y Hirschfield, 2020). Los marcadores de colestasis de interés
para este trabajo son bilirrubina (directa y total), gamma-glutamil transferasa (GGTP) y

fosfatasa alcalina (FAL).

Bilirrubina. A nivel clinico y fisioldgico se distinguen tres tipos de bilirrubina, bilirrubina
indirecta 0 no conjugada, bilirrubina directa (BD) o conjugada, y bilirrubina total (BT). A
partir de la degradacion de la hemoglobina (en su mayoria), se sintetiza la bilirrubina
indirecta 0 no conjugada (BNC). Este tipo de bilirrubina se caracteriza por ser insoluble en
agua, sin embargo, después de un proceso enzimatico dentro del higado, la BNC se
transforma en bilirrubina directa o conjugada (BC), la cual es mas soluble en agua.
Posteriormente, la BC sale por los conductos biliares hacia el intestino delgado, donde
nuevamente se transforma en bilirrubina indirecta. Niveles anormales de bilirrubina suelen
indicar dafio hepatico u obstruccion de los conductos biliares; sin embargo, cabe resaltar que
no es un indicador sensible, por lo que es recomendable tomar en cuenta otros marcadores
y/o realizar una interpretacién muy precisa de los resultados obtenidos (Guerra-Ruiz et al.,
2021b). La bilirrubina total (BT) se refiere a la suma de la BNC y BC. Los niveles
plasmaticos normales de BT en humanos son de <1.1 mg/dL. Niveles mas altos sugieren
dafo hepatico unicamente cuando se acomparian de valores altos de BC (Dufour et al., 2000).
Ademas de su asociacion con el dafio hepatico, los niveles altos de bilirrubina se han asociado
con la formacion de célculos de colesterol, con la inhibicion de la sintesis de ADN y ARN,
la represion de la produccion de ATP y de proteinas, y con el desacoplamiento de la
fosforilacion oxidativa (Carvajal, 2019). No obstante, comiUnmente las elevaciones en los
niveles de bilirrubina se asocian con la presencia de ciertos padecimientos. Recientemente a
la bilirrubina se le han atribuido propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, puesto que se

ha comprobado que protege a la LDL de la oxidacion. A nivel molecular, la bilirrubina
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también es capaz de eliminar radicales hidroxilos, especies reactivas de nitrogeno y radicales

piroxilos.

Fosfatasa alcalina. La fosfatasa alcalina (FAL) es una enzima abundante en el higado y otros
tejidos como el hueso, los rifiones, el intestino y el higado, que pertenece a la familia de
enzimas metaloproteinasas de zinc. Dentro de las funciones de la FAL se destacan la
neutralizacion de los ésteres de fosfato, la sintesis de proteinas histicas, la absorcién de
fosfatos a nivel intestinal, y la precipitacion de fosfato célcico en los huesos (Sanchez-
Rodriguez et al., 2002). A nivel hepatico, la FAL se encuentra especificamente en la
membrana canicular de los hepatocitos, y sus elevaciones plasmaticas por causas hepaticas
se consideran un marcador comun de colestasis (Kwo et al., 2017). Los niveles plasmaticos
normales de FAL son de 20 - 140 U/L (Sharma et al., 2014). Los niveles elevados de FAL
se han relacionado con problemas en los rifiones, cancer de pancreas, diferenciacion
mieloide, lesiones hepatocelulares o colestasicas, hepatitis alcohdlica, osteomalacia,
raquitismo, obesidad, sindrome inflamatorio intestinal, cirrosis, higado graso, metastasis
hepatica, entre otros. La elevacion de FAL cuando hay problemas en los rifiones se ha
relacionado con el aumento de la proteina C reactiva. En las lesiones
hepatocelulares/colestasicas la elevacion de FAL se da por su liberacion en el plasma causado
por lesion en los hepatocitos o su muerte; la lesion colestéasica incrementa excesivamente
FAL y bilirrubina. La cirrosis acrecienta los niveles de FAL debido a la obstruccion del flujo
en el tracto biliar, por la presion generada en el higado por los calculos biliares o por la

cicatrizacion en los conductos biliares (Verma, 2022).

Gamma-glutamil transferasa. La enzima gamma-glutamil transferasa (GGTP) tiene un
papel en el metabolismo del glutation (GSH) y en la homeostasis redox celular. Se localiza
en los hepatocitos y, también se ha encontrado que dona una fraccién y-glutamil desde el
GSH a aminoécidos, péptidos o productos de gamma-glutamil que liberan agua. Al igual que
los anteriores, es un biomarcador de lesidn colestasica, hepatobiliar y biliar (Ndrepepa et al.,
2018). El rango normal de GGTP para adultos es de 5 - 40 U/L o de 0.08 - 0.67 pkat por litro
(ukat/L). EI aumento de GGTP por encima de dichos valores indica dafio hepatico o una

inflamacion cronica de bajo grado (Mitri¢ y Castellano, 2023).
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2.2.2.2 Marcadores de dafio a hepatocitos
Alanina aminotransferasa. La alanina aminotransferasa (ALT) es una enzima que se
sintetiza en el higado y se ubica en el citosol de los hepatocitos. Se le considera un marcador
especifico de lesidn en los hepatocitos, causando su presencia en el suero. La ALT transfiere
grupos amino de la L-alanina al &cido cetoglutarico, obteniendo como productos el glutamato
y el piruvato. Este proceso es clave en el ciclo del acido citrico para producir energia celular
y sintetizar metabolitos (acidos grasos, aminoécidos, glucosa). La vitamina B6 (piridoxal-5-
fosfato) actGa como coenzima en este proceso (Giannini et al., 2005). En la homeostasis
energética, su papel comienza en el musculo, donde el piruvato se transforma en el
aminoacido alanina; una vez en el torrente sanguineo, la alanina llega al higado, donde la
ALT invierte el aminoacido otra vez en piruvato produciendo asi glucosa (McGill, 2016).
Los niveles de ALT se pueden ver alterados en casos de insuficiencia cardiaca congestiva,

hepatitis, dafio hepatico o en las vias biliares, o0 miopatia (Moriles et al., 2024).

2.2.2.3 Marcadores de estrés oxidativo
El estrés oxidativo es un desequilibrio entre especies oxidantes y antioxidantes, ya sea por
acumulacién de agentes oxidantes o por la pérdida de la capacidad reductora. Es causado por
diferentes oxidantes, los mas comunes son las especies reactivas de oxigeno (ROS), que
dafian los lipidos existentes en las membranas celulares provocando lipoperoxidacion
(Montalvo-Javé et al., 2011).

Lipoperoxidacion. La lipoperoxidacion es el proceso de oxidacion excesiva en los
fosfolipidos membranales que altera sus propiedades fisicas, su estructura, y su actividad. La
lipoperoxidacion oxida principalmente a los acidos grasos poliinsaturados (PUFA), acidos
de cadena larga con mas de un doble enlace (linoleico, araquidonico y docosahexaenoico).
La alteracion causada por este proceso puede provocar enfermedades o la muerte (Gaschler
y Stockwell, 2017). EI malondialdehido (MDA) es un producto secundario téxico de tipo
aldehido producido naturalmente tras el proceso de lipoperoxidacion. EI MDA causa cambios
estructurales especialmente en el ADN y proteinas (Del Rio et al., 2005); de igual manera,
puede incitar las células estrelladas hepéticas para producir colagena, resultando en el
desarrollo de fibrosis (Hadizadeh et al., 2017). A nivel experimental, la medicion de los

niveles de MDA y compararlos con un control permite estimar el grado de lipoperoxidacion.
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Catalasa. La catalasa es una de las enzimas antioxidantes mas importantes, y se ubica en los
peroxisomas de la célula (Ighodaro y Akinloye, 2018). Esta enzima neutraliza una de las
especies reactivas de oxigeno mas potentes, el peréxido de hidrogeno (H20.),
descomponiéndolo en agua y oxigeno molecular, en una reaccion que se lleva a cabo en
cuestion de microsegundos. Esta accidon confiere proteccion celular al higado. Se ha
reportado que la actividad de la catalasa esta involucrada en la mutagénesis y durante la
anulacion de la apoptosis (Kosmalski et al., 2023). Con respecto al desarrollo de patologias
hepaticas, Huang et al. (2021) encontraron que las variaciones genéticas de CAT incrementan

el riesgo de padecer MASH.

2.3 Tratamientos actuales para las DLPs y MASH

2.3.1 Farmacoterapia

Las estatinas son una familia de medicamentos que son conocidos por ser inhibidores de la
HMG-CoA reductasa. Se utilizan para tratar la dislipidemia, puesto que reducen el colesterol
LDL (18 - 55%), los TG (7 - 30%) e incrementan en un 5 - 15% la HDL. Los efectos
hipolipidemiantes de las estatinas se deben a que la inhibicion competitiva de la HMG-CoA
reductasa interrumpe la via del mevalonato, la via metabdlica encargada de la sintesis
enddgena de colesterol y otros esteroles, impidiendo la sintesis de colesterol intracelular
hepéatico. Al mismo tiempo, las estatinas activan los receptores de LDL en el higado,
favoreciendo la salida de las LDL del torrente sanguineo. Un medicamento con efectos
hipolipidemiantes similares, pero con un mecanismo diferente, es la ezetimiba. La ezetimiba
es un farmaco que se encarga de impedir la absorcion de colesterol en el intestino delgado,
al bloquear la proteina Niemann-Pick C1-Like 1 (NPC1L1), una proteina membranal de los
enterocitos, encargada de la absorcion de esteroles dietéticos y de procedencia biliar (Juan
Lépez et al., 2013). Usualmente suele prescribirse una combinacion de estatinas e inhibidores
de la absorcidon de colesterol como la ezetimiba, ya que en conjunto disminuyen los niveles
de lipidos en sangre con una mayor efectividad, ya que reducen tanto la colesterogénesis

como la absorcién intestinal.

Otro tipo de farmacos cominmente utilizados en el tratamiento de las DLPs son los fibratos.
Los fibratos son un conjunto de medicamentos que derivan del acido fibrico, entre estos

destaca el bezafibrato. Los fibratos son particularmente efectivos en la reduccion de los
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niveles de TG entre 15 - 50%; sin embargo, también son capaces de disminuir el colesterol
total en un 8%, el colesterol LDL en un 8% y aumentar hasta en un 9% el colesterol HDL
(Katsiki et al., 2013). Estos efectos se logran a través de diversos mecanismos. En primer
lugar, los fibratos incrementan la actividad de la lipoproteina lipasa (LPL), una enzima que
se encarga de desintegrar los triglicéridos de VLDL para su utilizacion como fuente de
energia en tejidos como el musculo. Asimismo, los fibratos promueven el transporte inverso
de colesterol, y son activadores selectivos de los receptores activadores por proliferadores
peroxisomales-alfa (PPAR-a), un grupo de factores de transcripcion activados por ligando
que controlan ciertos genes involucrados en el metabolismo lipidico, promoviendo la
oxidacion de &cidos grasos a nivel mitocondrial y la utilizacion de lipidos como fuente de
energia, de manera similar a lo que ocurre durante la inanicion (Estefes-Duarte et al., 2024).

Por ltimo, la pioglitazona es un farmaco perteneciente a la familia de las tiazolindinedionas,
aunque es un farmaco predominantemente antidiabético, también tiene efectos positivos en
el control de los lipidos corporales. Farmacoldgicamente, la pioglitazona es un medicamento
antagonista de los receptores PPAR-y, lo que promueve una mejora en la sensibilidad a la
insulina, y esto a su vez modula el deposito de acidos grasos libres en los 6rganos, al tiempo
que incrementa la secrecidn de adiponectina por parte de los adipocitos, favoreciendo la -
oxidacion de los acidos grasos libres en el tejido hepético. No obstante, es sabido que el uso
de este medicamento eleva el peso corporal y reduce la densidad désea (Moctezuma-
Veldzquez, 2018).

Como ha quedado explicito anteriormente, aunque los farmacos disponibles para tratar las
DLPs son diversos, en muchas ocasiones, un solo farmaco no es suficiente para el control
efectivo de las DLPs. En este mismo contexto, debido a que ningun farmaco esta exento de
efectos secundarios y adversos, la combinacion de medicamentos, aunque ciertamente
mejora la efectividad de estos, también incrementa la lista de efectos indeseables para la
salud. Por ello, actualmente, en un entorno clinico dominado por la terapia farmacoldgica, la

medicina tradicional esta recobrando relevancia a nivel social y cientifico.

2.3.2 Medicina tradicional
La medicina tradicional es una actividad que se practica desde hace miles de afios, en la cual

se utilizan plantas medicinales para el tratamiento de enfermedades. Ejemplos de este tipo de
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medicina son la medicina china, el Ayurveda, el Kampo, la medicina tradicional coreana y
el Unani (Yuan et al., 2016). En México, este tipo de medicina forma parte del conocimiento
cultural de muchos pueblos indigenas y de las familias mexicanas (Heinrich et al., 1998). El
uso de plantas medicinales ha tomado un papel relevante en la prevencion y tratamiento para
combatir enfermedades, ademas, su facil obtencion y los pocos efectos adversos que estas
provocan al consumirlas han hecho que la poblacion las adopte nuevamente como una
opcion, aunado a que la investigacion cientifica contribuye arduamente indagando en este
campo. A manera de ejemplo, el ajo, utilizado generalmente como un condimento
alimenticio, posee un efecto preventivo contra las DLPs al reducir los niveles de triglicéridos,
colesterol y el riesgo de aterosclerosis (Mollazadeh et al., 2019). Asimismo, la semilla de
fenogreco ocasiona una baja en los niveles basales y postprandiales de glucosa a las 2 horas
de haberla consumido (Rios et al., 2016). Algunos otros ejemplos de alimentos o plantas

usados en la medicina tradicional se recopilan en la Tabla Il.
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Tabla Il

Recopilacion de plantas medicinales con efecto en las DLPs y enfermedades relacionadas

Planta medicinal Patologia Resultados principales Mecanismo de accion Referencia

Ajo Dislipidemia 1 TG, |colesterol, prevenir  Inhibicidn de la sintasa de acidos (Liuy Yeh, 2001;
(Allium sativum) aterosclerosis grasos (FAS) Putri et al., 2017)
Azafrén Dislipidemia I TG, tadiponectina Activador de PPARa (Razaviy

(Crocus sativus L.) Hosseinzadeh, 2017)
Canela china Dislipidemia 'y TG, |colesterol, |LDL, Activador de SREBP 1c, (Lee et al., 2003; Rios

(Cinnamomum
cassia Presl.)

Eneldo
(Anethum
graveolens)

Cardo mariano
(Silybum
marianum)

Gimnema
(Gymnema
sylvestre)

diabetes mellitus
tipo 11

Dislipidemia

Dislipidemia, dafio
hepético

Diabetes

THDL, | glucemia basal,
|HbAlc

L TG, mejor relacion
LDL/HDL, |colesterol,
THDL

|Sintesis de VLDL, |TG
en tejido hepético,
labsorcion de colesterol

|Glucemia basal, |HbAlc,

1GLP-1

PPARua, incrementa la
traslocacion de GLUT4

Modificar relacion LDL/HDL,
aumento de receptores de LDL,
inhibicion de Acetil-CoA
carboxilasa

Inhibicion de la actividad
fibrética, los polifenoles reducen
los lipidos

Estimula la secrecion de insulina
en las células B-pancreaticas,
inhibicién de la DPP-4

et al., 2016)

(Mobasseri et al.,
2014)

(Sultana et al., 2018;
Zhang et al., 2013)

(Rios et al., 2016)

HbAlc: hemoglobina glicosilada; GLP-1: péptido similar al glucagén-1; SREBP1 c: proteina de unién al elemento regulador de esteroles 1c; GLUTA4:
transportador de glucosa tipo 4; DPP-4: dipeptidil peptidasa 4.
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2.4 Ortiga (Urtica dioica)

La Urtica dioica L. conocida comUnmente como ortiga, es una planta herbacea perenne de
color verde que se ha utilizado como medicina y alimento desde hace varios siglos (Figura
4). Llega a medir hasta un metro de altura y se caracteriza por tener muchos pelos urticantes
(tricomas compuestos) en las hojas y tallos (Morshed et al., 2011), mediante los cuales
inyecta histamina y acetilcolina que provocan picor y ardor (Dar et al., 2013). De acuerdo
con Huerta Ciriza (2007), su periodo de floracion inicia en el mes de junio, y para su uso
medicinal, es recomendado recolectar las sumidades floridas o los tallos con hojas jovenes.
La ortiga es conocida también como asuinzuriya, chordiga, hierba de los ciegos, ortiga verde

y picamoscas.

La ortiga tiene aplicaciones en varias areas como la medicina tradicional, la farmacia, la
cosmetologia, la agronomia (fertilizante: purines), la industria alimentaria (colorante E140 y
alimentos funcionales en presentaciones de pan, galletas y pasteles, chocolates, bebidas,
aceites comestibles, productos lacteos, carnicos y pesqueros) y la gastronomia (sopas, curry,

fideos, tortillas y ensaladas) (Purovi¢ et al., 2017).

Figura 4. Urtica dioica L. (Ortiga)

2.4.1 Taxonomia

La ortiga pertenece al reino Plantae y al subreino de los Tracheobionta. Asimismo, es
perteneciente a la superdivision Spermatophyta y a la division Magnoliophyta. Se encuentra
dentro de la clase Magnoliopsida y en la subclase Hamamelidae. Es del orden Urticales, de
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la familia Urticaceae, del género Urtica, y de la especie Urtica dioica L. (Bhardwaj et al.,
2024).

2.4.2 Distribucion

La ortiga es originaria de Eurasia y actualmente se distribuye por casi todo el mundo. Se
encuentra principalmente en el norte de Africa, América del Norte, Europa y diferentes
regiones de Asia (Upton, 2013). La ortiga se considera una maleza en la agricultura intensiva

debido a su rapido crecimiento, alta propagacion y cobertura del suelo (KlimeSova, 1995).

2.4.3 Composicion quimica

La ortiga contiene vitaminas, minerales (hierro, calcio, silicio y potasio), acidos grasos
insaturados (a-linolénico, linoleico, palmitico, etc.), terpenos (limoneno, a-pineno, B-pineno,
y-terpineno, linalool, geraniol, alcanfor, eucaliptol, a-terpineol, carvacrol, eugenol y metil
chavicol) (Purovi¢ et al., 2017). y, sorpresivamente, también contiene pequefias cantidades

de &cidos grasos saturados en las hojas (Taraseviciené et al., 2023).

2.4.4 Principales compuestos bioactivos

Las hojas de la ortiga contienen &cido formico, histamina, acetilcolina, flavonoides
(flavonoles, flavononas y glucésidos flavonoides), taninos, fitoesteroles, saponinas, proteinas
y aminoacidos. Cuando se prepara en extractos acuosos y alcohodlicos es posible extraer
vitaminas como la tiamina, la riboflavina, la piridoxina, el &cido félico, el acido nicotinico,
y el acido ascorbico (Samakar et al., 2022). De igual manera, un trabajo de investigacion
reporta la presencia de butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT), trolox, y a-

tocoferol en esta planta (Jaiswal y Lee, 2022).

2.4.5 Aceites esenciales

Las hojas de la ortiga poseen 38.2% de carvacrol, 9% de carvona, y 8.9% de naftaleno. En
cantidades menores se encuentran el (E)-anetol (4.7%), hexahidrofarnesil acetona (3%),
geranil acetona (2.9%), E-B-ionona (2.8%) y fitol (2.7%) (Samakar et al., 2022).

2.4.6 Evidencia de su actividad biol6gica

Se han estudiado casi todas las partes de la planta, como raices, hojas, semillas, flores y partes
aéreas, con el fin de explotar sus propiedades farmacologicas (Guder y Korkmaz, 2012). La
planta ha llamado la atencion por la gran diversidad de actividades bioldgicas que posee,
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entre las cuales destaca su actividad antioxidante, sin embargo, también posee propiedades
antidiabéticas, antiinflamatorias y anticancerigenas, de ahi que la ortiga sea considerada una
planta protectora de varios érganos como el cerebro, el higado, los pulmones, los rifiones, los

ovarios y el utero (Jaiswal y Lee, 2022).

2.4.7 Evidencia de sus efectos hipolipemiantes y hepatoprotectores

La ortiga ha mostrado efectos hipolipidemiantes y hepatoprotectores frente al dafio hepatico
oxidativo, los cuales quedan evidenciados por la normalizacion del perfil lipidico y por el
aumento en los niveles de catalasa (CAT), superdxido dismutasa (SOD), glutation reducido
(GSH), glébulos rojos, glutation S-transferasa (GST), y la disminucion de malondialdehido
(MDA) y lactato deshidrogenasa (LDH). Ademas, posee efecto hipolipemiante al reducir
LDL, TG y colesterol sérico, asi como mejorar la relacion LDL/HDL. La Tabla 111 recoge
una recopilacién de estudios que evidencian sus efectos hipolipemiantes y hepatoprotectores.
La informacion recabada en dicha tabla demuestra que la ortiga presenta efectos benéficos
prometedores contra las dislipidemias y el dafio hepatico en diferentes preparados de la
planta. Por ello, el presente trabajo busca evaluar el efecto hepatoprotector e hipolipemiante
del extracto de acetato de etilo de Urtica dioica L. en un modelo agudo de dislipidemia
inducida con tiloxapol en ratas Wistar, con el objetivo de aportar un valor tanto en el &mbito
cientifico como en su uso cotidiano por parte de poblaciones afectadas o con riesgo de

desarrollar estas enfermedades.
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Tabla 111

Recopilacion de estudios relevantes sobre los efectos hepatoprotectores e hipolipemiantes de la Urtica dioica

. . Sujetos d Tipod tract . .

Patologia de estudio Hie (.)S ¢ |po_ _eex racto Resultados obtenidos Referencia
estudio administrado

Dafio hepatico por CCl4 Ratas Wistar Hidroalcohdlico fraccionado | MDA, |nitrito, 1CATy (Joshi et al.,
macho en diferentes disolventes TGSH 2015)

(polar)
Hepatotoxicidad inducida por Ratones albinos Extracto acuoso liofilizado LALT, |AST, |[BTy (Jumaetal.,
paracetamol suizos macho proteccion arquitectura 2015)
celular hepética
Higado sin estrés Ratones albinos Hidroalcohdlico (80% etanol ~ 1SOD, 1CAT, 1GPx, 1GR, (Ozeny

Lesion hepatica por el
carcindgeno NMU

Dislipidemia inducida por dieta
enriquecida con aceite de coco
(HFD)

Dislipidemia inducida por dieta
rica en colesterol

Diabetes inducida por aloxano
monohidratado

Diabetes inducida por
estreptozotocina (STZ)

suizos macho

Ratones Mus
musculus
hembra

Ratas Sprague-
Dawley macho

Ratas Wistar
macho

Ratas Wistar
macho

Ratas Wistar
macho

- 20% agua) (polar)

Acuoso por maceracion
(polar)

Extracto de éter de petrdleo
(apolar)

Acuoso por calor (polar)

Hidroalcohdlico (70% agua —
30% etanol) (polar)

tLPO, |LDHy 1GST

ldafios por NMU e
inhibicion del proceso
cancerigeno

lcolesterol, |LDL,
JLDL/HDL
lcolesterol y LDL

|ILDLy |TG

lcolesterol, |LDL,
|LDL/HDL, |TG, |ALT

Korkmaz, 2003)

(Ibtissem et al.,
2017)

(Daher et al.,
2006)

(Nassiri-Asl et
al., 2009)

(Abedi-Gaballu
et al., 2015)

(Mehran et al.,
2015)

NMU: N-Nitroso-N-metilurea; GR: glutation reductasa; SOD: superdxido dismutasa; LDH: lactato deshidrogenasa; GST: glutatién S-transferasas; GPx: glutation
peroxidasa; LPO: peroxidacion lipidica; ALT: alanina aminotransferasa; AST: aspartato aminotransferasa; BT: bilirrubina total.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las DLPs son enfermedades de alta prevalencia entre la poblacion mexicana (36.7%)
(Morales-Villegas et al., 2023). Actualmente, el tratamiento para las DLPs se basa en el uso
de farmacos y algunos causan efectos secundarios indeseables en los pacientes que los
consumen (Moctezuma-Velazquez, 2018). Por tal motivo, el estudio de plantas medicinales
y otros tratamientos no farmacologicos resulta imperante. La ortiga se ha utilizado como
alimento y planta medicinal durante varios siglos (Morshed et al., 2011). Actualmente, la
ortiga forma parte de la industria alimentaria principalmente como colorante natural y en
alimentos funcionales (Purovi¢ et al., 2017). Por otro lado, la ortiga se ha estudiado sobre
otras enfermedades crénicas como la DM2 y MASLD, donde se han encontrado resultados
prometedores, tanto en modelos bioldgicos como en ensayos clinicos. Ahora bien, aunque la
investigacion en torno al uso de la ortiga en la prevencion de las DLPs es escasa, las
investigaciones sobre su consumo en la prevencion o tratamiento de otras enfermedades
relacionadas (Jaiswal y Lee, 2022) permiten hipotetizar la obtencién de resultados

satisfactorios sobre esta enfermedad.
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4. JUSTIFICACION

La ortiga ha mostrado efectos hipolipemiantes y hepatoprotectores cuando se padece DM2,
MASLD o MASH; ademas, el estudio sobre su efecto en las dislipidemias es escaso. Por los
motivos previamente mencionados, esta investigacion pretende mostrar los efectos
bioldgicos del consumo de un extracto de Urtica dioica L., empleado en biomodelos de ratas
Wistar dislipidémicas inducidas con Tiloxapol. Por consiguiente, esta investigacion pretende
ayudar a mitigar la brecha sobre el uso de esta planta para el tratamiento de las dislipidemias
y sus posibles mecanismos de accion, otorgando asi conocimiento de esta hierba tanto en el
ambito cientifico como en su consumo cotidiano dentro de la poblacién enferma o propensa

a padecer algun tipo de dislipidemia y su uso como alimento funcional.
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6. HIPOTESIS

La administracion aguda de un extracto de Urtica dioica L. disminuye la dislipidemia
inducida por tiloxapol y mejora diversos marcadores de dafio hepatico en un biomodelo de
ratas Wistar; ademas, se espera que la dosis empleada en este experimento no ocasione

elevacion de marcadores de dafio o alteraciones en la funcionalidad hepatica per se.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Analizar los efectos bioldgicos preventivos de la administracion de un extracto de
acetato de etilo de Urtica dioica L. sobre el perfil lipidico y la funcionalidad hepética
de ratas Wistar dislipidémicas inducidas con Tiloxapol, mediante el analisis integral
tanto de la planta, como de distintos biomarcadores plasmaticos y hepaticos, a fin de

evidenciar el impacto de la suplementacion sobre las DLPs y la hepatofuncionalidad.

5.2 Objetivos especificos

Realizar la obtencidn de un extracto de acetato de etilo de Urtica dioica L. (EXO)
mediante el método Soxhlet, la concentracion del extracto con rotavapor y la
dispersion del extracto en aceite de maiz (AMZ) como vehiculo para su
administracion y para su caracterizacion.

Evidenciar la actividad biologica del EXO mediante la determinacion de: 1) su
espectro de resonancia magnética nuclear de proton de hidrégeno (RMN!H), y 2) el
contenido de fenoles totales y la capacidad antioxidante por los métodos DPPH,
ABTS y FRAP, a fin de relacionar sus efectos bioldgicos con dicho potencial
antioxidante.

Realizar el montaje de un biomodelo preventivo de dislipidemia mediante la
administracion i.p. del surfactante tiloxapol a los animales de experimentacion, a fin
de probar los efectos atenuantes del extracto de Urtica dioica L. sobre las DLPs.
Identificar los efectos biologicos de la suplementacion p.o. del extracto de Urtica
dioica L. mediante la determinacion de diversos biomarcadores de DLP y
funcionalidad hepatica, para evidenciar tanto los posibles efectos hepatoprotectores e
hipolipemiantes de la planta, como los efectos hepatotoxicos que eventualmente

pueden ocurrir tras la suplementacion.

25



7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Material y reactivos

El acetato de etilo fue adquirido de J.T Baker® (Phillipsburg, NJ, USA). El aceite de maiz
(LA GLORIA®, Coral Internacional S.A. de C.V., San Luis Potosi, México) se compro en
una tienda Walmart, en Tulancingo de Bravo, Hidalgo. Los reactantes clorhidrato de tris
(Tris-HCI), glicilglicina (C4HsN203), cloruro de magnesio (MgClz), &cido acético
(CH3COOH), p-nitroacetanilida (CH3CONHC¢H4-4-(NO2)), p-nitrofenilfosfato
(CsHeNOsP), hidroxido de sodio (NaOH), glicina (H2NCH2COOH), acido tricloroacético
(C2HCI303), acido tiobarbitdrico (C4sHaN202S), 2,4-dinitrofenilhidracina (CsHsN4O4), &cido
clorhidrico (HCI), fosfato disodico (Na2HPO4), fosfato monopotasico (KH2POs), &cido a-
oxoglutarico, piruvato sodico (C3HsNaOz), D-alanina (CsH7NOy), utilizados para determinar
el dafo hepatico, fueron todos ellos de grado analitico. La carboximetil celulosa (CMC) se
ocupd como gel vehiculo para el bezafibrato (200 mg) suspendido que fue de la marca
Pharmalife® S.A de C.V, Zapopan, Jalisco, México. Para inducir dislipidemia en los
modelos murinos se utilizo tiloxapol (Triton WR1339), el cual fue adquirido en Sigma-
Aldrich (St. Louis MO, USA).

7.2 Métodos

El disefio metodoldgico de este estudio se encuentra en la Figura 5.

7.2.1 Recoleccion, limpieza y secado de la planta

La ortiga fue recolectada en el municipio de Tepeapulco con coordenadas 19°47°09.7” N 'y
98°33’14.3” W, Hidalgo. La recoleccion de la planta se llevo a cabo en los meses de agosto
y septiembre del 2024, en sus fases ontogénicas de floracion y fructificacion. Se utilizaron
guantes de carnaza como equipo de proteccién para evitar el contacto con los pelos urticantes
que posee la planta. Se traslado la muestra empaquetada en papel Kraft y se guardd en
costales de rafia para su traslado hacia el laboratorio para su limpieza y secado. La limpieza
de la planta consto de dos pasos, el lavado y la desinfeccion. El lavado se hizo Gnicamente
con agua potable, con el fin de eliminar contaminantes fisicos (tierra, pelusa, etc.) y
contaminantes bioldgicos (insectos). La desinfeccidon se llevd a cabo de acuerdo con las
instrucciones del fabricante de hipoclorito de sodio marca Cloralex® (3 gotas del producto

por cada 1L de agua).
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‘ Efecto hipolipemiante y hepatoprotector del extracto de ortiga (EXO)

|
Obtencion del
extracto

—( Acetato de etilo ‘

_‘ Método: Soxhlet |

—( Rotavapor ‘

Caracterizacion
funcional

|
| Estudio en animales |

—| Ratas Wistar macho normo peso ‘

‘ Disefio experimental ‘

| Efecto hipolipemiante

—| GRUPO 1: Sanas+AE (n=8) agua purificada y AE

—{ Triglicéridos ‘

—| GRUPO 2: Sanas+AMZ (n=6) 1mL AMZ + 1 mL 5SS

—( GRUPO 3: Sanas+EXO (n=6) 300 mg/kg EXO en 1 mL de AMZ

—{ Lipidos totales |

—| GRUPO 4: DLP+AE (n=8) 1 mL SS + 400 mg/kg TI+ AE

—{ GRUPO 5: DLP+AMZ (n=6) 400 mg/kg TI+ AMZ

—| GRUPO 6: DLP+EXO (n=6) 300 mg/kg EXO + 400 mg/kg TI

—| GRUPO 7: DLP+BF (n=6) 400 mg/kg TI + 50 mg/kg BF

|
|
I — LDL |
|
|
|

| Modelo preventivo agudo ‘

3 administraciones de EXO a intervalos de 12 h:
Primera: 7 pm; segunda: 7 am; tercera: 7 pm

‘ Induccion de DLP ‘

2 h después de la segunda administracion: 9 am
Inyeccioni.p. (400 mg/kg de TI en 1 mL de SS)

| Sacrifido de animales ‘

24 h después de la induccidn de DLP: 9 am
Anestesia, puncion cardiacay exanguinacion

Efecto hepatotoxico
[/ hepatoprotector

Figura 5. Disefio metodolégico del estudio del efecto hipolipemiante y hepatoprotector del extracto de ortiga (EXO). AE: alimento estandar; ALT: alanina

I Analisis estadistico: media + desviacién estandar, U de Mann Whithey, Kruskal-walliz (p<0.05) |—

—‘ Bilirrubina directa ‘

—‘ Bilirrubina total

—‘ Catalasa

—| Lipoperoxidacion

—‘ ALT

—| aaTp

—| Fosfatasa alcalina ‘

aminotransferasa; AMZ: aceite de maiz; BF: bezafibrato; DLP: dislipidemia; EXO: extracto de ortiga; FRAP: poder antioxidante de reduccién del ion férrico;

GGTP: gamma-glutamil transferasa; HDL: lipoproteina de alta densidad; LDL: lipoproteina de baja densidad, RMN’H: resonancia magnética nuclear de

proton de hidrogeno; SS: solucién salina; TI: tiloxapol.
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Para el secado se forjaron 34 ramilletes, cada uno contenia 10 tallos de planta, se amarraron
y se colgaron en un lazo ubicado dentro de un cuarto con buena ventilacion, esto con la
finalidad de 1) proteger los compuestos bioactivos fotosensibles que se encuentran en las
hojas de la planta y 2) evitar quemaduras que pudieran lastimar la muestra. El tiempo de

secado fue de una semana aproximadamente.

7.2.2 Obtencion del EXO

Para la obtencion del extracto de ortiga (EXQO), primeramente, a los tallos se les retiraron las
hojas y se apartaron en bolsas de papel; posteriormente, se sometieron a molienda en un
molinillo eléctrico para granos de alta potencia, hasta obtener un tamafio fino de particula

cercano a 1-3 mm.

La extraccion de compuestos se realizd con una unidad de extraccion Soxhlet E-816 de la
marca BUCHI Labortechnik AG (Flawil, Suiza) (Figura 5). Para tal fin, se llenaron dedales
de celulosa con 6 g de polvo de ortiga, aproximadamente. Una vez colocados en los vasos de
extraccion, los vasos fueron rellenados con acetato de etilo e instalados en el equipo Soxhlet,
y se sometieron a 20 ciclos de extraccion durante 3 horas bajo condiciones estandar. Después,
en un frasco color &mbar se almacend el extracto hasta obtener un estimado de 600 mL de
concentrado de muestra, mismo que fue concentrado en un rotavapor modelo R-215 de la
marca BUCHI Labortechnik AG (Flawil, Suiza) para la eliminacion del solvente organico
empleado para la extraccion de los compuestos; este proceso durd cerca de 4 horas. El
extracto se colocé en un frasco, el cual pas6 por otro proceso térmico para eliminar al 100%
el acetato de etilo, esto durante 2 horas méas y quedara a masa constante. Finalmente, el
extracto de ortiga obtenido, denominado en este trabajo como EXO, fue aislado de la luz y
guardado en refrigeracion a 4°C hasta su uso posterior en el analisis quimico y en la

suplementacion de los animales.

7.2.3 Caracterizacion funcional y actividad antioxidante del EXO

7.2.3.1 Anélisis por RMN'H
El EXO se sometié a un andlisis por resonancia magnética nuclear de proton de hidrégeno
(RMNZH), siguiendo las especificaciones que se muestran a continuacion. Se disolvieron 20
pL de EXO en 0.7 mL de cloroformo deuterado (CDCls) en tubos Eppendorf de 2 mL y se
colocaron en tubos para resonancia Wilmad® de 5 mm de diametro con ayuda de embudos
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de cristal. Los tubos se introdujeron en un equipo de resonancia Bruker Ascend 400 y se
analizaron a una frecuencia de 400 MHz. Se corrié el programa de pulsos ZG30 para 16
escaneos (acumulaciones) con un tiempo de adquisicion de 4 segundos cada uno. La ventana

espectral se adquirio con una anchura de 20 ppm (Figura 5).

7.2.3.2 Contenido fendlico total
El contenido fenolico total se determino usando el método de Dowd adaptado por Arvouet-
Grand et al. (1994). Los resultados se expresaron en mg equivalentes de acido galico mg
EAG/100 g de planta seca.

7.2.3.3 ABTS
La base del método ABTS es la disminucion del color del radical por los antioxidantes
presentes (fenoles, tioles y vitamina C) dentro de la muestra, convirtiéndose nuevamente en
incoloro; el color se lo otorga el persulfato de potasio. Siguiendo el método de Re et al.
(1999), se ajustaron 980 puL de ABTS con solucién de NaH2PO4 obteniendo una absorbancia
de 0.7 nm = 0.02 a 734 nm, se agregaron 20 pL de EXO y se dejaron incubar por 30 minutos
a temperatura ambiente; por ultimo, el cambio de color se leyé con un espectrofotometro
UV-Vis JENWAY 6715 (Cole-Palmer, Gransmore Green, Reino Unido). Los valores se
interpolaron usando una curva estandar de &cido ascérbico y los resultados se expresaron

como mg equivalentes de acido ascorbico mg EAA/mL de EXO (Figura 5).

7.2.3.4 DPPH

En este método, el 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo se desestabiliza con un atomo de hidrégeno
(DPPH-H) o una especie reactiva (DPPH-R), mediante la separacion de un electron
desapareado. Esta reaccion quimica genera una coloracion violeta. Luego, la estabilizacion
por parte de un agente reductor ocasiona la disminucion de la tonalidad violeta, la cual es
inversamente proporcional a la capacidad antioxidante del analito. EI método utilizado fue el
de Brand-Williams et al. (1995). Se mezclaron 200 pL de EXO y 1 mL de DPPH al 7.5%, se
dejaron incubar por 1 hora a temperatura ambiente y la coloracién obtenida se midié a 517
nm en un espectrofotometro UV-Vis JENWAY 6715 (Cole-Palmer, Gransmore Green, Reino
Unido). La curva de calibracion se llevo a cabo con acido ascorbico para extrapolar los
valores del extracto, los resultados se expresaron como mg equivalentes de acido ascorbico
(EAA)/mL de EXO (Figurab).
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7.2.3.5 FRAP
El método FRAP, por sus siglas en inglés “ferric ion reducing antioxidant power”, se basa
en la formacion de un pigmento (tripiridiltriazina-ferroso) provocada por la reduccion del ion
férrico a ferroso a un pH bajo. Se utilizo la metodologia de Brand-Williams et al. (1995), y
se hicieron adaptaciones del método para la investigacion en cuestion. Las soluciones para el
procedimiento fueron: amortiguador de acetato 300 mM (3.1 g C2H3NaO2 y 16 mL C2H405)
apH 3.6, TPTZ (2, 4, 6-tripiridil-s-triazina) 10 mM, solucién de HCI 40 mM y solucién de
FeClz 6H20 mM. Se mezclaron 25 mL de amortiguador de acetato, 2.5 mL de solucion de
TPTZy 2.5 mL de solucion de FeCls-6H.0 para la primera solucion; esta se calento a 37 °C.
Se tomaron 0.15 mL de EXO y se hicieron reaccionar con 2.85 mL de la solucién FRAP en
la oscuridad por 30 minutos. Las muestras se analizaron a 593 nm en un espectrofotometro
de microplacas UV-Vis EPOCH BioTek (BioTek Instruments, Vermont, EE. UU.) y las
densidades opticas se interpolaron en una curva de calibracion de FeSOas. Los resultados se
expresaron en micromoles equivalentes de Fe?* (umol EFe?") /mL de EXO y por cada 100g

de planta seca (Figura 5).

7.2.4 Estudio en animales

El estudio en animales se llevo a cabo utilizando ratas Wistar macho normopeso (Figura 5).
Los animales fueron mantenidos en cajas de acrilico a una temperatura de 18 a 25 °C, con
ciclos de luz-oscuridad de 12 h, con acceso libre al agua purificada y alimentados ad libitum
con nutricubos Purina Rodent Chow 5001 estandar. La masa corporal se determind una vez
para el modelo agudo que implicé tres administraciones del EXO antes de la induccién de
DLP. Durante todo el tiempo de estudio, los animales recibieron un trato humanitario de

acuerdo con los lineamientos establecidos por la NOM-062-Z00-1999.

7.2.4.1 Disefo experimental
Los vehiculos y el EXO fueron administrados a los animales de experimentacion de acuerdo
con el siguiente disefio experimental: primeramente, un total de 46 ratas de laboratorio se
integraron en 7 grupos experimentales (n = 6-8): GRUPO 1) agua purificada + alimento
estandar (grupo control de controles); GRUPO 2) aceite de maiz (AMZ) como vehiculo del
EXO (1 mL p.o) + 1 mL i.p de solucidn salina (SS 0.9%) como vehiculo del tiloxapol (TI,
agente inductor de DLP) (grupo control de vehiculos); GRUPO 3) 300 mg/kg de EXO
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disuelto en 1 mL de AMZ p.o + 1 mL i.p de SS (grupo control del EXO); GRUPO 4) 400
mg/kg de Tl disuelto en 1 mL de SS i.p + alimento estandar (grupo control positivo); GRUPO
5) 1 mL p.o de AMZ + 400 mg/kg de TI disuelto en 1 mL i.p de SS (grupo control
dislipidémico o dafiado); GRUPO 6) 300 mg/kg de EXO disuelto en 1 mL de AMZ p.o + Tl
(400 mg/kg) disuelto en SS (1 mL i.p) (grupo reto del EXO); GRUPO 7) bezafibrato (BF) 50
mg/kg suspendido en AMZ 1 mL p.o + Tl (400 mg/kg) disuelto en SS (1 mL i.p) (grupo
control de fa&rmaco conocido). EI modelo preventivo agudo contemplé tres administraciones
a intervalos de 12 h segun el esquema de tratamiento siguiente: a las 7 p.m. del primer dia se
realizd la primera administracion del AMZ o EXO, a las 7 a.m. del segundo dia huevamente
la administracién de AMZ o EXO, dos horas después, a las 9 a.m. se hizo la administracion
de SSo Tl,yalas 7 p.m se llevd a cabo la tercera y ultima administracion de AMZ o EXO.
Tiloxapol (400 mg/kg de Tl disuelto en 1 mL de SS) (Figura 5).

7.2.4.2 Induccion de DLP
El protocolo para la induccion de dislipidemia se llevo a cabo Unicamente en los grupos 4,
5,6y 7; se utilizaron sujecion dorsal e inyeccion intraperitoneal con jeringas estandar 23G1
de 3 mL para administrar el tiloxapol (400 mg/kg de TI disuelto en 1 mL de SS) (Figura
6).

Figura 6. Inyeccion intraperitoneal para induccion de DLP con tiloxapol. Creada en Biorender.com
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7.2.4.3 Sacrificio de animales de experimentacion
De acuerdo con los lineamientos éticos de la NOM-062-Z00-1999, primeramente, se utilizé
pentobarbital sodico i.p. a una dosis ajustada de 150 mg/kg como método de anestesia. Una
vez verificada la anestesia profunda mediante ausencia de reflejo corneal y pedal, se realizé
la extraccion del mayor volumen de sangre posible mediante puncion cardiaca. La muerte
sobrevino como resultado del choque hipovolémico secundario a la exanguinacion. Todos
los pasos, con excepcion de la verificacion de la anestesia, se realizaron lo mas rapido posible
para evitar fallas y sufrimiento del animal, a pesar de estar bajo anestesia profunda. La técnica
de sacrificio se desarrollo de la siguiente manera: 1) se prepar0 previamente una aguja
heparinizada (1000 U/mL) 23G1 de 10 mL, un kit de diseccion y todo lo necesario para la
realizar del procedimiento; 2) se verificé que el animal se encontraba completamente bajo el
efecto de la anestesia mediante falta de movimiento espontaneo, frecuencia respiratoria lenta,
carencia de pedaleo, y falta de respuesta a estimulos mecéanicos. Como no se presentd ningun
reflejo al realizar lo antes mencionado, se procedié a iniciar la diseccién del animal vivo; 3)
al animal se le colocd en posicion de decubito supino; 4) la piel se sujetd unos 3 cm por
encima de la abertura uretral con unas pinzas y se tird ligeramente hacia arriba. Se realiz6
una incision con tijeras quirdrgicas a través de la piel en la cavidad abdominal comenzando
desde la abertura inicial, subiendo por la linea media y terminando en el esternén; 5) la capa
muscular abdominal se levantd y se hizo un corte similar al anterior; 6) se cortaron 4 costillas
de cada lado del animal y con pinzas se tomo el esterndn para dejar expuesto el diafragma,
el cual se cortd con las tijeras para evidenciar al corazon; 7) se retird el pericardio al corazén
(saco que rodea el corazon), para evitar la obstruccién de la aguja de la jeringa; 8) la puncion
cardiaca se inici0 insertando con cuidado la aguja de la jeringa entre la zona
auriculoventricular derecha mientras el corazén late y se retrajo lentamente el émbolo. Para
una recoleccion dptima de sangre, se ocup0 el émbolo de la aguja para imitar la accién de
bombeo del corazon, a fin de evitar extraer demasiado rapido y causar hemolisis; 9) después
de completar la recoleccion de sangre, se vertié lentamente la sangre en tubos de centrifuga,
desechando la jeringa en el recipiente para objetos punzantes; 10) al término del sacrificio,
los animales se almacenaron en bolsas amarillas, para ser congelados hasta su recoleccion

bimestral por la compafiia MEDAM en el Area Académica de Medicina en Ramirez Ulloa.
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7.2.4.4 Procesamiento de muestras para su analisis
La sangre recolectada con heparina sddica anticoagulante (1000 U/mL) se verti6 en tubos de
centrifuga de 15 mL. Posteriormente, las muestras sanguineas se sometieron a centrifugacion
a 3000 rpm durante 10 minutos a 4 °C, con la finalidad de obtener el plasma sanguineo para

las determinaciones bioguimicas.

Ademas de recolectar muestras sanguineas de los animales, también se retird el higado con
ayuda de pinzas y tijeras quirurgicas y se lavo en solucion salina al 0.9%, se mantuvo sobre
hielo y se sometid a un pesaje y a cortes para pruebas histoldgicas. Ademas, se obtuvo 1 g de

tejido hepatico para las determinaciones bioquimicas en dicho érgano.

7.2.4.5 Determinacion de marcadores de DLP
La DLP se determind mediante un perfil lipidico que consto6 de las siguientes mediciones:
colesterol total, c-HDL, c-LDL, lipidos totales, y triglicéridos. La lectura se realiz6 en un

lector de microplacas MultiSkan (Thermo Fischer Scientific, Massachusetts, EE. UU.).

Para la determinacion del perfil lipidico se utilizaron kits de la marca SPINREACT (Espafia),
los cuales proporcionan las instrucciones detalladas (tiempo, temperatura, cantidades de
reactantes y muestra, absorbancia de lectura, etc.), y los reactantes necesarios para analizar
el plasma. La reaccion enzimatica forma pigmentos como quinonimina (colesterol total), y
quinona (TG, c-HDL, c-LDL), y la intensidad del color es proporcional a la concentracion
del analito. En lipidos totales, la reaccion es quimica. El &cido sulfarico més el plasma a una
temperatura de 37°C forma iones carbonio, que, al entrar en contacto con la fosfovainillina,
dan como resultado una coloracion rosada, misma que es proporcional a la concentracién de

lipidos totales en la muestra (Figura 5).

7.2.4.6 Determinacion de marcadores de dafio hepatico
El efecto hepatoprotector, o bien hepatotéxico de la planta, se evalu6 mediante la
determinacion de diversos biomarcadores de funcionalidad hepatica en sangre o en higado
(Figura5).

Fosfatasa alcalina. EI método utilizado para determinar la actividad de la fosfatasa alcalina
(FAL) es el descrito por Berger et al. (1963). Se vertieron 0.25 mL de buffer de glicina 0.1
M + MgCl2 1 mM con pH 10.5 y 0.25 mL de sustrato p-nitrofenilfosfato en tubos de ensayo.
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Se sometieron a bafio maria a 37°C por 5 minutos, se afiadieron 50 pl de plasma sanguineo
y se agitd suavemente para después incubar 30 minutos a 37°C. La reacciéon se detuvo
agregando 5 mL de NaOH 0.02 N y se agit6 por inversion. Se realiz6 un blanco de reactantes
con las mismas soluciones, pero en lugar de plasma, en su lugar se agreg6 agua bidestilada.
La lectura de absorbancia de las muestras se realizo en celdas para espectrofotometro a 410
nm. Se utilizd una curva estandar de p-nitrofenol de 10 umol/mL. De esta manera, se pudo
precisar la actividad de la FAL, ya que el p-nitrofenol, es el producto de la hidrolisis del p-

nitrofenilfosfato, el cual, a su vez, es el sustrato de la FAL.

Gamma glutamil-transferasa o transpeptidasa (GGTP). La mezcla de reaccién utilizada
para medir gamma glutamil-transpeptidasa (GGTP) fue la actividad estimulada con glicil-
glicina (Glossmann y Neville, 1972). Para esto, en cada tubo se agregaron 400 uL de Tris-
HCI 200 nm a pH 8.2, 100 uL de MgCl> 200 mM, 100 uL de glicil-glicina 40 mM a pH 8.2
y 200 pL de gamma-glutamil-p-nitroanilida 10 mM vy se incubaron por 10 minutos a 37°C.
Pasado el tiempo, se agregaron 200 uL de plasma y se incub6 de nuevo a 37°C por 30
minutos; se detuvo la reaccion con 2 mL de &cido acético 1.5 M. El blanco se realizd
sustituyendo los 200 puL de plasma por agua. La densidad Optica se determind a 410 nmy la

p-nitroanilina producida se midié con una curva estandar de p-nitroanilina.

Alanina aminotransferasa (ALT). La ALT fue determinada usando el método descrito por
Reitman y Frankl (1957). A cada muestra se le asigno su correspondiente blanco y los tubos
fueron rotulados para garantizar un control mas preciso durante el analisis. Se colocaron 0.25
mL de solucién de sustrato a todos los tubos, y a los tubos muestra se les agregd 0.05 pL de
plasma, todos se mezclaron y agitaron suavemente para posteriormente ser incubados a 37°C
durante 60 minutos. Pasado el tiempo, se afiadieron 0.25 mL de reactante cromdgeno a cada
tubo y, nuevamente, se incub6 a 37 °C por 15 minutos. Para detener la reaccién en cada tubo
se agregaron 2.5 mL de NaOH 0.4 N y finalmente se analizé la densidad dptica a 515 nm. El
piruvato obtenido por la transaminacion de alanina al &cido alfa-oxoglutarico (sustrato) se

calcul6 por medio de la curva de calibracién de transaminasa glutdmico-piravica.

Catalasa. Para determinar la actividad de la catalasa primeramente se agregaron a un tubo
de ensayo 0.5 g de higado y 5 mL de PBS pH 7.4 y se homogenizaron con un homogeneizador

de tejidos de pistilo de teflon. Después se tomo6 1 mL de sobrenadante, se agregaron 10 pL
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de etanol, se incubd 30 min y se afiadieron 100 pL de tritdn al 10%; después se tomaron 100
uL de esa mezcla 'y se combinaron con 4.9 mL PBS en tubos nuevos (dilucion 1:50). De esta
nueva mezcla, se tomaron 0.5 mL, se agregaron 5.0 mL de H20>, y después de 3 min se
detuvo la reaccion agregando 1 mL de H2SO4. Finalmente se agregaron 7 mL de KMnO4 y
se analizo la densidad dptica a 480 nm. Para el calculo de la actividad se usé la formula k =
log (So/S3) x 2.3/t donde k es la constante de velocidad de reaccion, t es el tiempo de 3 min,
So es la concentracidn de sustrato al tiempo cero y Sz es la concentracion de sustrato a los 3

min.

Bilirrubina directa y bilirrubina total. La determinacion de ambos biomarcadores se
realiz6 con kits de SPINREACT (Espafia) por triplicado. Se utilizaron placas de 96 pozos,
los cuales se dividieron en blancos calibrador (R1 + calibrador) y blancos muestra (R1 +
plasma). La placa se agito y se llevo a incubar por 5 minutos a 37°C. Se leyé a 540 nm.
Enseguida, se puso R2 a ambas divisiones, nuevamente se agitd y se incubd a 37 °C por 10-
20 minutos, la absorbancia se leyé a 540 nm. Los célculos se realizaron con las férmulas
proporcionadas por los kits. La bilirrubina reacciona con la sal de diazonio mas el acido
sulfamico, esta reaccién quimica da como producto la azobilirrubina (pigmento); la

intensidad del color es proporcional a la concentracion de bilirrubina presente en la muestra.

Lipoperoxidacion. El grado de lipoperoxidacién se determiné mediante el método de
sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS). En tubos de ensayo se pipetearon 300
pL de higado previamente homogeneizado y 700 pL de Tris-HCI 150 nm. Se incubaron a
37°C por 30 min, durante este tiempo a los tubos se les afiadieron 2 mL de &cido
tiobarbitarico al 0.375% disuelto en acido tricloroacético al 15%. Después, se puso la tapa a
cada tubo y se llevaron a ebullicion durante 45 min. Se centrifugaron por 10 minutos a 3000
rpm. Las muestras se leyeron a 532 nm. Con base en el método desarrollado por Buege y
Aust (1978) se determind la cantidad de malondialdehido (MDA) formado (subproducto de
la peroxidacion lipidica). EI MDA reacciona con el acido tiobarbiturico (TBA) obteniendo
como producto un pigmento rosado. Para la expresion de los resultados de lipoperoxidacion
también se determind el contenido de proteinas mediante el método de Bradford (1976). Se
tomaron 100 pL de muestra homogeneizada y se pipetearon en 900 pL de agua tridestilada.

Consecutivamente, 20 puL de esta mezcla se agregaron a 80 pL de agua tridestilada.
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Finalmente, se agregaron a los tubos 2.4 mL de reactivo de Bradford y se llevo a cabo la
lectura de las muestras a 595 nm. El contenido de proteina se obtuvo al interpolar los

resultados en una curva patrén de albimina de suero bovino (BSA).

7.2.5 Analisis estadistico

Primeramente, se realiz6 un analisis de Shapiro-Wilk (n<50) e histogramas para conocer la
distribucion de los datos obtenidos. Después debido a que la mayoria de los datos mostraban
una distribucion no Gaussiana, el analisis estadistico se realizd mediante la prueba U de
Mann-Whitney, o bien, Kruskal-Wallis, segun el caso, a fin de determinar cuales grupos
diferian significativamente entre si, considerando un nivel de significancia de p<0.05. Todos
los valores fueron reportados como la media + desviacion estandar de ensayos realizados por

triplicado.
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8. Resultados y discusion

8.1 Rendimiento del extracto
El extracto de acetato de etilo de ortiga (EXO) mostro un porcentaje de rendimiento de
4.16% (Tabla I1V). Este extracto se disolvid en aceite de maiz y se les suministro a los

animales de experimentacion.

Tabla IV

Rendimiento del extracto de las hojas de Urtica dioica L. (EXO)

Hojas secas (Q) Extracto (g) Rendimiento (%)
382 15.8 4.16

8.2 Caracterizacion funcional y actividad antioxidante

8.2.1 Analisis por RMNH

El espectro de RMN!H del EXO se muestra en la Figura 7. Primeramente, a 7.26 ppm se
observa el pico caracteristico del solvente utilizado (CDCIs). En la regién comprendida entre
0.8-1.6 ppm se observan diversos multipletes con picos de gran altura. Esta region es
conocida por evidenciar la presencia de compuestos alifaticos como acidos grasos, grupos
acilos lipidicos, ésteres e incluso fitoesteroles. Estudios basados en GC-MS de extractos de
acetato de etilo de Urtica dioica confirman la presencia de estos compuestos (Ezung et al.,
2023). A 5.3 ppm se observa el pico de resonancia de los protones del grupo =CH propio de
acidos grasos insaturados. Esta misma sefial también puede corresponder a los protones
unidos a carbonos que participan en los dobles enlaces de los esteroles, es decir, a los protones
vinilicos, como el B-sitosterol (Hoch et al., 2023). En la regién entre 3.0-4.5 ppm aparecen
distintas sefiales de diferente intensidad que corresponden a grupos metilenos adyacentes a
heteroatomos como O. Esto sugiere la presencia de ésteres, éteres y/o alcoholes. Por tltimo,
en la region 6.0-8.0, independientemente de la sefial del solvente a 7.36 ppm, es posible
observar sefiales aromaticas que podrian corresponder a compuestos fendlicos como
flavonoides de tipo quercetina o kaempferol, asi como de otros polifenoles como el acido
cafeico y/o rosmarinico (Thaheri et al., 2022). Algunas de las sefales identificadas en este

espectro, aunque no todas, coinciden con lo reportado por Grauso et al. (2019).
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Figura 7. Espectro de resonancia magnética nuclear de protén de hidrogeno (RMNH) del extracto de
acetato de etilo de Urtica dioica en cloroformo deuterado.

8.2.2 Contenido fenolico total

El contenido fendlico total (CFT) del EXO se situd en 23.34 + 1.75 mg EAG/mL de EXO.
Si se expresa por gramos de planta seca, el CFT se situd en 0.97 £ 0.07 mg EAG/g de planta
seca, Y, expresado por cada 100 g de planta, el CFT fue de 97.08 + 7.26 mg (Figura 8). Los
resultados en el CFT en general fueron menores que los reportados por otros autores.
Taraseviciené et al. (2023) realizaron la extraccion de compuestos de ortiga con el método
Soxhlet, utilizando metanol (96%) como solvente organico de extraccion y sometiendo el
extracto a distintas temperaturas y tiempos de extraccion. EI CFT se modificé por los factores
(tiempo y temperatura) obteniendo como minimo 17.62 + 0.25 mg EAG g de materia seca
y como méaximo 28.70 + 2.03 mg EAG g de materia seca. De igual forma, Florez et al.
(2022) evaluaron las variaciones del CFT en un extracto de ortiga, segun la exposicién a
diferentes condiciones como el tipo de extraccién y el solvente empleados. EI CFT maés bajo

que reportaron fue de 3.4 = 0.2 mg/g de planta seca, siendo el etanol el disolvente utilizado.

38

100000



Aunque el método de extraccién (maceracion y agitacion 150 rpm/24 horas) utilizado por
Ghaima et al. (2013) fue distinto al empleado en este trabajo, el disolvente organico y el
método de secado de la planta fueron los mismos. El extracto obtenido por estos autores
arrojé un CFT de 48.3 mg EAG/g de planta (peso seco). Finalmente, Ibtissem et al. (2017)
secaron y molieron hojas de ortiga bajo las mismas condiciones que las nuestras, no obstante,
el método de extraccion implementado consistio en macerar el polvo de ortiga en 100 mL de
agua destilada durante 24 horas, obteniendo un CFT de 109.4 + 2.05 mg EAG/mL de
extracto. Como se observa en los ejemplos anteriores de otras investigaciones donde se
utilizé la ortiga, el contenido fendlico total se modifica por factores como el tipo de secado,
el tipo de solvente utilizado méas polar, el método de extraccion, el tiempo, y temperatura
empleados durante la elaboracion del extracto, lo cual puede explicar las discrepancias entre

los resultados de este trabajo y los de otros autores.

8.2.3 ABTS

El EXO obtuvo una capacidad de inhibicidn del radical ABTS de 42.63%. Florez et al. (2022)
evaluaron la capacidad antioxidante de extractos metandlicos, acuosos y etandélicos (todos
polares) obtenidos mediante 3 procesos de extraccién: ultrasonido, agitacion y sin agitar. Sus
porcentajes van del 8.1 al 91.8%. El agua mostré6 mayor eficiencia, obteniendo los valores
mas altos (21.84 — 91.83%), seguida de extractos metanolicos (39.6 — 90.4%) y por Gltimo
los extractos etanolicos (8.1 — 42.2%). Los porcentajes de los extractos con solventes

organicos empatan en cierto punto con los de este estudio.

8.2.4 DPPH

El EXO tuvo una actividad antioxidante de DPPH de 46.23%. Este valor se encuentra dentro
del rango de los extractos elaborados por Flérez et al. (2022), variando del 25.9 al 91.1%.
Los porcentajes més altos fueron con el método de sin agitacion + agua (87.7%), con el
método de ultrasonido + metanol (90.2%), y con el método de agitacion + agua (91.1%).
Ademas, los tres procesos de extraccion + etanol mostraron porcentajes similares al aqui
descrito, siendo 29.9% el minimo y 66.5% el maximo. A pesar de que el EXO no mostré un
porcentaje del todo bajo, algunos compuestos termolabiles se pudieron comprometer por la
temperatura implementada durante su elaboracién (Awad et al., 2012). Asimismo, puede

suponerse que para la extraccion de compuestos antioxidantes es mas factible la elaboracion
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de un extracto acuoso, esto por los valores reportados por Florez et al. (2022) e Ibtissem et
al. (2017).

8.2.5 FRAP

El EXO mostré una capacidad reductora de Fe®* a Fe?* de 296. 00 + 8.82 umol EFe?*/mL
EXO. Al realizar la equivalencia por gramos de planta seca, este andlisis arrojo un total de
12.31 + 0.37 pmol EFe?*/g de planta seca. Asimismo, se determind que la capacidad
reductora por 100 g de planta seca equivale a 1231.28 + 36.69 pmol EFe?*/100 g. Begic¢ et
al. (2020) obtuvieron, mediante método Soxhlet, un extracto metanolico de hojas secas de
ortiga. Determinaron su capacidad antioxidante mediante FRAP y obtuvieron 26523.07 pumol
EFe?*/100 g de planta. Al comparar ambos resultados, se puede observar que la planta
utilizada en este trabajo no tuvo una capacidad antioxidante total destacable, por ninguno de
los métodos utilizados, lo cual podria explicar en gran parte el hecho de que el EXO no
mostro efectos hepatoprotectores e hipolipemiantes importantes (resultados descritos a
continuacion).
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Figura 8. Actividad antioxidante del extracto de acetato de etilo de ortiga.

8.3 Modelo animal

8.3.1 Peso hepatico de los grupos experimentales
La Figura 9y la Tabla V retnen los resultados del peso hepatico total tras la administracion

del EXO. Los grupos Sanas + AE y Sanas + AMZ mostraron diferencias significativas

40



(p<0.05) entre ellos; y el grupo DLP + AE tuvo diferencia significativa con todos los demés
grupos enfermos (DLP + AMZ, DLP + EXO, DLP + BF). Debido al desarrollo experimental,
estas diferencias se deben a la edad de los roedores al momento del experimento y no a

cambios hepaticos ocasionados por la suplementacion.

Tabla V

Masa final del higado en los grupos experimentales

Grupo experimental Peso del higado (g)
Sanas + AE 3.48

Sanas + AMZ 7.43

Sanas + EXO 5.74

DLP + AE 3.17

DLP + AMZ 6.40

DLP + EXO 5.98

DLP + BF 6.62
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Figura 9. Masa del higado de ratas sanas e inducidas con dislipidemia (DLP) tratadas con aceite de maiz
(AMZ, control -), extracto de acetato de etilo de ortiga (EXO) o bezafibrato (BF, control +). Las barras
representan el promedio = la desviacion estandar de los pesos tomados en cada uno de los grupos
experimentales (n=6). Los asteriscos denotan diferencias estadisticamente significativas. (*) denota
diferencias significativas entre un grupo enfermo y su control sano (e.g. DLP + EXO vs Sanas + EXO, p<0.05
U de Mann-Whitney). (**) denota diferencias estadisticas dentro de los grupos sanos o con DLP, segun lo
indiquen las lineas sobre las barras (p<0.05, Kruskal-Wallis).
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8.3.2 Actividad hipolipemiante del EXO
La Figura 10 muestra los resultados correspondientes al efecto de la suplementacion con

EXO sobre los niveles de glucosa plasmatica de grupos sanos e inducidos con DLP.
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Figura 10. Niveles de glucosa (mg/dL) en plasma de ratas sanas e inducidas con dislipidemia (DLP) tratadas
con aceite de maiz (AMZ, control -), extracto de acetato de etilo de ortiga (EXO) o bezafibrato (control +). Las
barras representan el promedio + la desviacidn estandar de experimentos realizados por triplicado en cada
uno de los grupos experimentales (n=6). Los asteriscos denotan diferencias estadisticamente significativas. (*)
denota diferencias significativas entre un grupo dislipidémico y su control sano (e.g. DLP + EXO vs. Sanas +
EXO, p<0.05 U de Mann-Whitney). (**) denota diferencias estadisticas dentro de los grupos sanos o con DLP,
segln lo indiquen las lineas sobre las barras (p<0.05, Kruskal-Wallis).

La suplementacion con EXO en ratas sanas disminuyd significativamente (p<0.05) los
niveles de glucosa plasmatica con respecto al control (aceite de maiz, AMZ). Por otro lado,
la induccion de DLP disminuyé los niveles de glucosa en AMZ; sin embargo, el EXO no
mostro diferencias con respecto a AMZ o BF (bezafibrato, control positivo en este estudio).
Al parecer, el tiloxapol tuvo una influencia en la disminucién de la glucosa en todos los
grupos inducidos con DLP. Es posible que el tiloxapol, al bloquear la oxidacién de acidos
grasos, indirectamente haya promovido el agotamiento de la glucosa en todos los
compartimientos corporales, incluyendo la sangre. Asimismo, cada uno de los tratamientos
pudo tener efecto discreto sobre estos valores. Por ejemplo, Samakar et al. (2022) reportaron
que las hojas de ortiga poseen una cantidad particularmente elevada de flavonoides que

pueden mejorar el metabolismo de la glucosa mediante diversos mecanismos como el
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incremento en la expresion de genes como glut2, responsable del transporte celular pasivo
de la glucosa desde el espacio extracelular hacia el citoplasma, donde se lleva a cabo la
glucdlisis oxidativa, ocasionando una disminucién de la glucemia. Igualmente, aunque en
este estudio el AMZ se empled como un control negativo, se ha reportado que los acidos
grasos mono Yy poliinsaturados que posee, especialmente los acidos oleico y linoleico, tienen
efectos positivos sobre el metabolismo glucémico. Finalmente, los efectos del bezafibrato
sobre la glucosa pueden ser indirectos ya que, al mejorar el metabolismo lipidico, se mejora

la asimilacion de la glucosa a nivel hepatico principalmente.

La Figura 11 recopila los datos correspondientes a los efectos de la suplementacion con EXO
sobre los niveles de colesterol total de grupos sanos e inducidos con DLP.
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Figura 11. Concentracion de colesterol (mg/dL) en plasma de ratas sanas e inducidas con dislipidemia (DLP)
tratadas con aceite de maiz (AMZ, control -), extracto de acetato de etilo de ortiga (EXQO) o bezafibrato (control
+). Las barras representan el promedio + la desviacion estandar de experimentos realizados por triplicado en
cada uno de los grupos experimentales (n=6). Los asteriscos denotan diferencias estadisticamente
significativas. (*) Indica diferencias significativas entre un grupo dislipidémico y su control sano (e.g. DLP +
EXO vs. Sanas + EXO, p<0.05 U de Mann-Whitney). (**) Denota diferencias estadisticas dentro de los grupos
sanos o con DLP, segun lo indiquen las lineas sobre las barras (p<0.05, Kruskal-Wallis).

Entre los grupos de ratas sanas, los niveles de colesterol fueron bajos y no se observaron

diferencias estadisticamente significativas (p<0.05). La induccion de DLP con tiloxapol
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incrementd aproximadamente 6 veces los niveles de colesterol total tanto en el grupo control
(AMZ) como en el grupo suplementado con EXO. Es decir, el EXO no mitig6 la elevacion
de colesterol inducida por el tiloxapol, observandose solo una tendencia ligera a la baja.
Mientras que el bezafibrato impidié6 por completo y de mejor manera la elevacion de
colesterol que ocasiono el tiloxapol, en comparacion con los grupos DLP + AMZ y DLP +
EXO. EI EXO, por su parte, mostré una mayor reduccion del colesterol en comparacion con
el AMZ, sugiriendo un posible efecto hipocolesterolemiante sutil; sin embargo, dicha
reduccion no fue suficiente para ser considerada significativa (p<0.05).

La diferencia entre los valores de los grupos sanos y enfermos coincide con los datos
obtenidos en la investigacion realizada por Avci et al. (2006), donde los grupos de ratas
inducidas con DLP mostraron niveles de colesterol mas altos. Los autores observaron que el
extracto etandlico de ortiga (100 mg/kg) no tuvo efectos significativos, pero mostré cierta
actividad hipolipemiante en ratas alimentadas con forraje en polvo con 1% de colesterol
durante 30 dias. Es posible que en este estudio el EXO haya inhibido de manera parcial e
insuficientemente la HMG-CoA reductasa (enzima participante en la biosintesis de
colesterol) reflejando colesterol alto en las ratas del grupo DLP + EXO. Los efectos del
bezafibrato en los niveles de colesterol son bien conocidos y se deben a su capacidad de
incrementar la oxidacion mitocondrial de &cidos grasos y a que favorecen su eliminacion en

la bilis, haciendo que disminuya su concentracion en el plasma (Honda et al., 2013).

La Figura 12 muestra los valores de triglicéridos obtenidos tras la suplementacion del EXO
en grupos sanos y con DLP. Se observé diferencia significativa (p<0.05) entre los grupos
sanos, siendo el grupo Sanas + EXO el que obtuvo los niveles menores de TG. En los grupos
con DLP, no se observé diferencia (p<0.05) derivada de la suplementacion con EXO,
evidenciando el efecto nulo del extracto para controlar la hiperlipidemia aguda y agresiva
causada por el tiloxapol. El bezafibrato normalizé completamente los niveles de TG a tal
grado que sus valores fueron semejantes a los de las ratas sanas. El efecto del bezafibrato se
debe a que es un conocido agonista de los receptores PPAR-a, los cuales incrementan la
oxidacion de acidos grasos a nivel mitocondrial, ya que transcriben genes oxidativos
importantes como los de la carnitina palmitoiltransferasa (CPT), y los de la enzima
lipoproteina lipasa, una enzima encargada de degradar los triglicéridos de las VLDL para su
utilizacion como fuente de energia (Estefes-Duarte et al., 2024; Katsiki et al., 2013).
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Figura 12. Concentracion de triglicéridos (mg/dL) en plasma de ratas sanas e inducidas con dislipidemia
(DLP) tratadas con aceite de maiz (AMZ, control -), extracto de acetato de etilo de ortiga (EXO) o bezafibrato
(BF, control +). Las barras representan el promedio * la desviacion estdndar de experimentos realizados por
triplicado en cada uno de los grupos experimentales (n=6). Los asteriscos denotan diferencias estadisticamente
significativas. (*) denota diferencias significativas entre un grupo enfermo y su control sano (e.g. DLP + EXO
vs Sanas + EXO, p<0.05 U de Mann-Whitney). (**) denota diferencias estadisticas dentro de los grupos sanos
o con DLP, segln lo indiquen las lineas sobre las barras (p<0.05, Kruskal-Wallis).

De manera similar a lo observado en este trabajo, algunas otras investigaciones tampoco han
obtenido resultados hipolipemiantes satisfactorios con la ortiga. Por ejemplo, en la
investigacion hecha por Daher et al. (2006) en ratas alimentadas con pienso enriquecido con
aceite de coco, se encontrd que los valores de TG en los grupos con dieta alta en grasas (HFD)
fueron més altos que en grupos con dieta regular en grasas; sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas entre los niveles de TG de los grupos control HFD y HFD + extracto
de éter de petroleo de ortiga. De acuerdo con Samakar et al. (2022), uno de los mecanismos
hipolipemiantes atribuidos a la ortiga tiene que ver con su capacidad de activacion del
receptor activado por proliferadores de peroxisomas (PPARs), tal como lo hace el farmaco
bezafibrato (BF); sin embargo, mientras que el BF tuvo efectos hipolipemiantes importantes
en este estudio, el EXO no fue efectivo. La explicacién a este hallazgo viene dada por varios

aspectos que se describen enseguida: Primeramente, considerando que la dosis terapéutica
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de BF para humanos ronda los 400 mg por dia por persona, en una persona de peso promedio
de 70 kg que ingiere dicha dosis de farmaco, la concentracién de BF en su cuerpo alcanza
aproximadamente los 5.7 mg/kg. En el presente experimento, la dosis de BF empleada en el
grupo control positivo (DLP + BF) fue de 50 mg por kg de roedor, es decir, unas 10 veces
mayor a la dosis efectiva en humanos, lo cual explica su eficacia observada. Por otro lado,
aunque la dosis de EXO utilizada en este caso fue de 300 mg/kg, es decir, muy superior a la
dosis de BF, debe remarcarse el hecho de que el EXO es un extracto vegetal crudo y natural,
con presencia de compuestos funcionales y otros que no lo son tanto, mientras que el
bezafibrato es un farmaco sintético concentrado, lo cual le confiere mayor potenciay eficacia.
Entonces, con base en lo anterior, bien podria argumentarse que la dosis de EXO
seleccionada para este estudio fue insuficiente; aunque, 300 mg/kg es la dosis estandar
utilizada en la mayoria de los extractos de ortiga probados en biomodelos murinos, puesto
que dosis mayores implican la administracion de grandes volumenes, lo cual resulta
imposible si se considera el tamafio de los animales. Lo cierto es que la dosis efectiva de
extractos naturales muchas veces suele ser demasiado elevada e imposible de administrar a
modelos animales de pequefia talla; por ello, y teniendo en cuenta que otros autores han
reportado efectos sutiles pero dependientes de la dosis, estos resultados, mas que fallar en
probar sus efectos saludables, sugieren que debe realizarse un analisis mas completo de la
composicion quimica del extracto, a fin de encontrar los compuestos bioactivos que son
responsables de la mayoria de sus efectos biologicos, y con base en ello, fraccionar el extracto
con alguna combinacion de métodos fisicos y quimicos para poder administrar una dosis

efectiva en volimenes pequefios manejables.

La Figura 13 muestra las concentraciones de lipidos totales (LiT) tras la administracion de
EXO en grupos sanos e inducidos con DLP. Los niveles de LiT en las ratas Sanas + AMZ
fueron de 495.68 + 118.41 mg/dL y en las ratas suplementadas con EXO (Sanas + EXO) de
295.95 + 63.32 mg/dL (Tabla VI). Esto ocasion0 diferencias significativas entre dichos
grupos sanos, siendo mayores los niveles en el grupo suplementado Unicamente con aceite
de maiz (AMZ). Esto sugiere que cuando no se padece DLP, los acidos grasos del AMZ
elevan los lipidos sanguineos totales, pero la coadministracion con EXO, mitiga esta
elevacion, sugiriendo efectos preventivos del EXO; sin embargo, al observar los niveles de

LiT entre los grupos con DLP, este efecto preventivo se pierde, sugiriendo que el EXO no es
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capaz de revertir la DLP inducida por tiloxapol. El bezafibrato evitd completamente la
elevacion de LiT ocasionada por la induccion de DLP, mostrando niveles similares a los

observados en los grupos sanos (Tabla VI, Figura 13).

%k %k
_ 8000+ . ok
S [ i
D 6000
£
L -
: [ [
g 4000
S
8 2000-
2 * %
\9 —
- Olgl_é‘rT—ller—l
b 0 & 0 K
S P8
X X X' o aAX
& & Q&
QY O
& P

Figura 13. Concentracion de lipidos totales (mg/dL) en plasma de ratas sanas e inducidas con dislipidemia
(DLP) tratadas con aceite de maiz (AMZ, control -), extracto de acetato de etilo de ortiga (EXO) o bezafibrato
(BF, control +). Las barras representan el promedio * la desviacion estandar de experimentos realizados por
triplicado en cada uno de los grupos experimentales (n=6). Los asteriscos denotan diferencias estadisticamente
significativas. (*) denota diferencias significativas entre un grupo enfermo y su control sano (e.g. DLP + EXO
vs Sanas + EXO, p<0.05 U de Mann-Whitney). (**) denota diferencias estadisticas dentro de los grupos sanos
o con DLP, segln lo indiquen las lineas sobre las barras (p<0.05, Kruskal-Wallis).

La Figura 14 redne la informacion obtenida sobre los niveles de LDL tras el tratamiento con
EXO en grupos sanos y dislipidémicos. En primer lugar, no se observaron diferencias entre
los grupos de ratas sanas. Sin embargo, los niveles plasmaticos de LDL en los grupos
inducidos con DLP fueron diferentes a los observados en los grupos sanos, y, en el caso del
grupo suplementado con EXO, dichos valores fueron incluso mayores con respecto al grupo
control (DLP + AMZ), sugiriendo que el EXO, lejos de disminuir la elevacion de LDL
secundaria a la inyeccidn de tiloxapol, la increment6. Si bien es sabido que el extracto de
ortiga es capaz de modular los niveles de LDL, en este disefio experimental la eficiencia del
EXO no resultd como se esperaba puesto que el grupo tratado con EXO resulto tener niveles

bastante altos. Igualmente, es posible que las grasas mono y poliinsaturadas propias del aceite
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de maiz hayan disminuido la LDL en el plasma de las ratas del grupo DLP + AMZ, ya que

en diversos trabajos se ha visto que el aceite de maiz puede ayudar a disminuir esta

lipoproteina.
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Figura 14. Concentraciones de LDL (mg/dL) en plasma de ratas sanas o inducidas con dislipidemia (DLP)
tratadas con aceite de maiz (AMZ. Control -), extracto de acetato de etilo de ortiga (EXO) o bezafibrato (BF,
control +). Las barras representan el promedio + la desviacion estandar de experimentos realizados por
triplicado en cada uno de los grupos experimentales (n=6). Los asteriscos denotan diferencias estadisticamente
significativas. (*) denota diferencias significativas entre un grupo enfermo y su control sano (e.g. DLP + EXO
vs Sanas + EXO, p<0.05 U de Mann-Whitney). (**) denota diferencias estadisticas dentro de los grupos sanos
o con DLP, segln lo indiquen las lineas sobre las barras (p<0.05, Kruskal-Wallis).

Por ejemplo, Maki et al. (2018) encontraron una disminucion de LDL en su grupo de 12
hombres y 13 mujeres, tras el consumo de 54 g de aceite de maiz en panecillos durante 4
semanas. Por ultimo, el bezafibrato mostré efectividad alta para reducir los niveles de LDL,
minimizando los efectos del tiloxapol. El bezafibrato al tener un proceso y dosis
estandarizada asegura la efectividad que puede tener al ser utilizado en el tratamiento contra
las DLP. De acuerdo con lo anterior, el EXO resulté ser ineficaz tras no poder disminuir los
niveles de LDL en la sangre, lo cual difiere con lo encontrado en trabajos realizados por Avci
et al. (2006) y Kacak et al. (2024), ya que en ambas investigaciones los autores notaron una
disminucion de esta lipoproteina tras la administracion de un extracto de ortiga. No obstante,

en un estudio llevado a cabo por Amiri Behzadi et al. (2015) con mujeres diabéticas
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suplementadas con 5 mL de extracto hidroalcohdlico de ortiga cada 8 horas, los resultados
arrojaron un aumento en los niveles de LDL después de 8 semanas de tratamiento, lo cual es
consistente con los hallazgos de esta investigacion. Segun los autores, los niveles de LDL se
pudieron ver afectados por la falta de inhibicién de la HMG-CoA reductasa. Particularmente
en este estudio, es posible que el EXO, al combinarse con AMZ, haya influido negativamente
en los niveles plasméticos de LDL debido, por ejemplo, a la inhibicion de los receptores de
LDL por parte del EXO, impidiendo el aclaramiento de las LDL, lo que en conjunto con la
presencia de acidos grasos provenientes del AMZ utilizado como vehiculo, por un lado
ocasiond la elevacién de LDL en plasma, y por otro, explicaria los menores niveles de LDL

en el grupo DLP + AMZ que no contenia EXO.

La Figura 15 muestra las concentraciones de HDL en ratas sanas y dislipidémicas tratadas
con el EXO. EIl grupo sano tratado con EXO mostré una elevacion de HDL en comparacién
con el control negativo (Sanas + AMZ). El grupo con DLP tratado con AMZ manifesté una
reduccion significativa de las HDL con respecto al grupo sano (Tabla V1). El plasma del
grupo DLP + EXO revel6 niveles mas altos de HDL a diferencia del grupo DLP + BF,
reflejando que el extracto promovid la elevacion de esta lipoproteina, a diferencia del

bezafibrato que mantuvo los niveles sin modificaciones tras la induccion de DLP.
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Figura 15. Concentraciones plasméticas de HDL (mg/dL) en plasma de ratas sanas e inducidas con
dislipidemia (DLP) tratadas con aceite de maiz (AMZ, control -), con extracto de acetato de etilo de ortiga
(EXO) o bezafibrato (BF, control +). Las barras representan el promedio * la desviaciéon estdndar de
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experimentos realizados por triplicado en cada uno de los grupos experimentales (n=6). Los asteriscos denotan
diferencias estadisticamente significativas. (*) denota diferencias significativas entre un grupo enfermo y su
control sano (e.g. DLP + EXO vs Sanas + EXO, p<0.05 U de Mann-Whitney). (**) denota diferencias
estadisticas dentro de los grupos sanos o con DLP, segun lo indiquen las lineas sobre las barras (p<0.05,
Kruskal-Wallis).

Los resultados de la investigacion de Kacak et al. (2024) mostraron una elevacion de las
HDL en el grupo HFD + extracto de ortiga y en el grupo tratado unicamente con el extracto.
El responsable de este efecto positivo y protector puede atribuirse a la quercetina, uno de los
flavonoides presentes en la ortiga. A dicho compuesto se le atribuye la capacidad de elevar
los niveles de HDL en sangre (Samakar et al., 2022), puesto que regula la expresion de
PPARa, SREBP-1c y/o de la acetil-CoA carboxilasa (ACC) (Jeong et al., 2012). Los valores
de HDL obtenidos en el grupo DLP + BF concuerdan con la efectividad de poder aumentar

en un 9% la HDL, esto de acuerdo con Katsiki et al. (2013).
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Tabla VI

Resultados de actividad hipolipemiante del EXO

Grupo

Media + desviacién

Marcador . N , Significancia
experimental estandar
Glucosa (mg/dL) Sanas + AMZ 6 227.39+15.74
Sanas + EXO 6 183.78+24.19 0.015 **
DLP + AMZ 6 161.30+15.65 0.002 *
DLP + EXO 6 171.12+33.85
DLP + BF 5 184.24+10.88
Colesterol (mg/dL) Sanas + AMZ 5 29.29+7.95
Sanas + EXO 5 18.96 + 8.66
DLP + AMZ 5 29292 +37.58 0.008 *
DLP + EXO 4 250.93 £49.44 0.016 *
DLP + BF 5 60.09 +18.77 0.007 **
Triglicéridos Sanas + AMZ 6 206.76 £ 35.20
(mg/dL) Sanas + EXO 5 90.80+24.19 0.004 **
DLP + AMZ 3 3756.61 + 376.02 0.024 *
DLP + EXO 4 3794.11 £ 548.05 0.016 *
DLP + BF 5 102.44 £22.19 0.029 **
Lipidos totales Sanas + AMZ 6 495.68 +£118.41
(mg/dL) Sanas + EXO 6 295.95+63.32 0.004 **
DLP + AMZ 5 5813.79 + 1467.90 0.004 *
DLP + EXO 4 5652.57 +1133.35 0.010 *
DLP + BF 5 403.67 +£58.67 0.015 **
LDL (mg/dL) Sanas + AMZ 4 57.31+10.81
Sanas + EXO 6 45.58+14.25
DLP + AMZ 4 1664.63 +107.12 0.029 *
DLP + EXO 3 2475.49 + 342.95 0.024 *
DLP + BF 4 289.70 + 25.01 0.009 **
HDL (mg/dL) Sanas + AMZ 6 34.35+5091
Sanas + EXO 4 7198 +21.02 0.019 **
DLP + AMZ 6 16.47 +7.66 0.004 *
DLP + EXO 3 116.46 +39.75
DLP + BF 5 4594 +16.71 0.004 **

Los asteriscos indican diferencias significativas (p<0.05, prueba U de Mann Whitney o Kruskal-Wallis). (*)
diferencia significativa de un grupo con DLP con respecto a su control sano y (**) diferencia estadistica entre
grupos sanos o con DLP.
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8.3.4 Actividad hepatoprotectora del EXO

La Figura 16 recoge los datos obtenidos de bilirrubina directa (BD) en ratas sanas e inducidas
con DLP tras la administraciéon del EXO. El grupo sano tratado con el EXO mostrd niveles
altos de BD en comparacion con el otro grupo sano (AMZ). De igual manera, se encontro
que los grupos con menor elevacion de BD son los tratados con aceite de maiz, hallando
diferencia entre ellos siendo el grupo dislipidémico el de mayor concentracion (Tabla VI1).
La suplementacion con EXO elevo los niveles de BD tanto en ratas sanas como en ratas con
DLP. EI motivo por el cual el grupo enfermo resultoé con niveles ligeramente mas altos que
el grupo sano podria explicarse por la naturaleza del aceite de maiz; los acidos grasos

poliinsaturados son mas propensos a ser atacados por radicales libres (Pereira et al., 2016).
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Figura 16. Concentraciones de bilirrubina directa (mg/dL) en plasma de ratas sanas e inducidas con
dislipidemia (DLP) tratadas con aceite de maiz (AMZ, control -), extracto de acetato de etilo de ortiga (EXO)
0 bezafibrato (BF, control +). Las barras representan el promedio + la desviacion estandar de experimentos
realizados por triplicado en cada uno de los grupos experimentales (n=6). Los asteriscos denotan diferencias
estadisticamente significativas. (*) denota diferencias significativas entre un grupo enfermo y su control sano
(e.g. DLP + EXO vs Sanas + EXO, p<0.05 U de Mann-Whitney). (**) denota diferencias estadisticas dentro
de los grupos sanos o con DLP, segun lo indiquen las lineas sobre las barras (p<0.05, Kruskal-Wallis).

Por otro lado, el bezafibrato indujo una concentraciéon de BD menor en contraste con los
grupos tratados con el EXO, los cuales mostraron niveles altos de bilirrubina; aunque, se
reconoce que también elevo la concentracion de BD. Estos resultados sugieren que el EXO

pudo ocasionar algun tipo de dafio hepatobiliar. Por ejemplo, el perfil lipidico de las ratas
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tratadas con el EXO evidencio niveles altos de colesterol. Una concentracion de colesterol
elevado provoca que la bilis se sobresature de este, aumentando las posibilidades de generar
calculos de colesterol o lodo biliar (Del Pozo et al., 2017), lo que conllevaria una situacion
de colestasis (Guerra-Ruiz et al., 2021a). Por otro lado, los extractos herbales frecuentemente
se asocian a lesion hepatica debido a: 1) la interrupcion directa o indirecta de la excrecion de
bilirrubina en la bilis; 2) la generacion directa de toxicidad; 3) el desarrollo de inflamacién,
0 4) por interrumpir la fosforilacion oxidativa en los hepatocitos, impidiendo la formacion
correcta de bilis y causando su acumulacion plasmatica (Ma et al., 2023; Zhang et al., 2018).
En el caso particular de la ortiga, se ha reportado que ciertos compuestos con estructuras

pirano-cumarinicas podrian ser responsables de su hepatotoxicidad (Chrubasik et al., 2007).

La Figura 17 agrupa los resultados de bilirrubina total (BT) de grupos sanos y dislipidémicos

suplementados con EXO.
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Figura 17. Concentraciones de bilirrubina total (mg/dL) en plasma de ratas sanas e inducidas con dislipidemia
(DLP) tratadas con aceite de maiz (AMZ, control -), extracto de acetato de etilo de ortiga (EXO) o bezafibrato
(BF, control +). Las barras representan el promedio + la desviacion estandar de experimentos realizados por
triplicado en cada uno de los grupos experimentales (n=6). Los asteriscos denotan diferencias estadisticamente
significativas. (*) denota diferencias significativas entre un grupo enfermo y su control sano (e.g. DLP + EXO
vs Sanas + EXO, p<0.05 U de Mann-Whitney). (**) denota diferencias estadisticas dentro de los grupos sanos
o0 con DLP, segun lo indiquen las lineas sobre las barras (p<0.05, Kruskal-Wallis).

El grupo sano tratado con EXO revel6 concentraciones menores de BT en comparacién con

el grupo control suplementado Unicamente con aceite de maiz. Los grupos dislipidémicos a

53



los que se les administrd aceite de maiz y EXO contrastaron con sus grupos sanos al tener
niveles de BT altos. EI grupo DLP tratado con EXO mostré los niveles més altos de BT,
evidenciando que el extracto no mostr6 un efecto hepatoprotector, e incluso mostré efectos
procolestaticos. Por otro lado, el bezafibrato controld6 mejor el alza en los niveles de BT.
Juma et al. (2015) administraron dosis diarias de 450 mg/kg de un extracto acuoso liofilizado
de ortiga durante 4 dias a grupos de roedores; posteriormente, se les inyectd via
intraperitoneal acetaminofén (250 mg/kg y 500 mg/kg, respectivamente), que causa un dafio
oxidativo diferente a la dislipidemia. El extracto impactd positivamente en esos grupos al
obtener niveles normales de BT. Sus resultados contrastan con los obtenidos en esta
investigacion, ya que los niveles de BT en el grupo DLP + EXO aumentaron. Estos hallazgos
discordantes llevan a suponer que los flavonoides, polifenoles, taninos, carotenoides, acido
ascorbico y ligninas (que favorecen la disminucion de este biomarcador) no hayan estado
presentes en las cantidades adecuadas para poder visualizar un efecto benéfico. Por el
contrario, algunos compuestos indeseables pudieron ser arrastrados por el disolvente y
podrian haber ocasionado una irritacion hepatica de magnitud desconocida pero no lo
suficientemente severa como para hacerse evidente en el tejido hepatico o en los demas

analisis bioguimicos realizados en este experimento.

La Figura 18 agrupa los resultados de la actividad de la catalasa encontrados en los grupos
experimentales. En este caso particular se decidi6 agregar un grupo control de controles sano
con alimento estandar (Sanas + AE) que mostré una actividad de catalasa elevada y normal.
Por su parte, el grupo Sanas + AMZ mostr6 un descenso no significativo (p>0.05) en dicha
actividad. Por altimo, el grupo sano suplementado con EXO (Sanas + EXO) mostré una
actividad de catalasa significativamente menor (p<0.05) al grupo AE, pero igual a AMZ
(p>0.05). Esto sugiere que el AMZ por si solo ocasion6 un descenso en la actividad de la
catalasa y que la coadministracion con EXO sinergizd ese efecto negativo. Este patrén de
resultados se observo igualmente en otros biomarcadores del perfil lipidico como las LDL
(presentadas anteriormente). Asimismo, el BF causo un descenso significativo de la actividad
de catalasa. Esto difiere de lo reportado por Ozen y Korkmaz (2003), ya que, en su
investigacion, los niveles de catalasa fueron mas elevados en los grupos tratados con 50 y

100 mg/kg de extracto de ortiga (80% etanol — 20% agua) que en el grupo control.
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Figura 18. Actividad de catalasa (k x 102/min) en higado de ratas sanas e inducidas con dislipidemia (DLP)
tratadas con aceite de maiz (AMZ, control -), extracto de acetato de etilo de ortiga (EXO) o bezafibrato (BF,
control +). Grupo control de controles sano con alimento estandar (AE). Las barras representan el promedio
* la desviacién estdndar de experimentos realizados por triplicado en cada uno de los grupos experimentales
(n=6). Los asteriscos denotan diferencias estadisticamente significativas. (*) denota diferencias significativas
entre un grupo enfermo y su control sano (e.g. DLP + EXO vs Sanas + EXO, p<0.05 U de Mann-Whitney).
(**) denota diferencias estadisticas dentro de los grupos sanos o con DLP, segln lo indiquen las lineas sobre
las barras (p<0.05, Kruskal-Wallis).

Es posible que la diferencia entre estudios se deba al tipo de extracto administrado, dado que
hay compuestos en la ortiga que son liposolubles e hidrosolubles, modificando la extraccion
de estos segun el solvente y las condiciones utilizadas. De igual forma, hubo diferencias entre
los grupos Sanas + AE y DLP + AE, sugiriendo que el tiloxapol ocasion6 un descenso en la
actividad de esta enzima. Por ultimo, el comportamiento de la catalasa en los grupos con
DLP fue el mismo que en los grupos sanos, y, nuevamente, el EXO no actu6 terapéuticamente
en el grupo dislipidémico, manteniendo los niveles de catalasa sin cambios significativos
(p>0.05).

Joshi et al. (2015) realizaron un extracto hidroalcohdlico de ortiga, y una fraccién de este se
extrajo nuevamente con acetato de etilo. Este extracto fue administrado via oral a ratas Wistar
jévenes por 7 dias en dosis de 20, 40 y 80 mg/kg. Treinta minutos después de las tomas de
los dias 2 y 3, se les inyectd CCls via subcuténea. Los resultados arrojaron que el extracto

aminoro el estrés oxidativo, restaurando los niveles de catalasa, en comparacion con el grupo
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control. Estos resultados contrastan con los obtenidos en este trabajo. Al carvacrol, un aceite
esencial presente en la ortiga (Purovi¢ et al., 2017), se le ha atribuido la capacidad de
aumentar los niveles de catalasa al donar sus atomos de hidrogeno para asi estabilizar los
radicales libres (Imran et al., 2022). En el EXO, debido a la extraccidn con acetato de etilo,
un solvente con polaridad intermedia, el carvacrol pudo estar presente en bajas cantidades,
lo que explicaria su baja efectividad.

La Figura 19 muestra los niveles de lipoperoxidacion hepatica encontrados en los grupos
experimentales.
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Figura 19. Actividad de lipoperoxidacion (nmolMDA/mg prot) en higado de ratas sanas e inducidas con
dislipidemia (DLP) tratadas con aceite de maiz (AMZ, control -), extracto de acetato de etilo de ortiga (EXO)
0 bezafibrato (BF, control +). Grupo control de controles sano con alimento estandar (AE). Las barras
representan el promedio + la desviacion estandar de experimentos realizados por triplicado en cada uno de
los grupos experimentales (n=6). Los asteriscos denotan diferencias estadisticamente significativas. (*) denota
diferencias significativas entre un grupo enfermo y su control sano (e.g. DLP + EXO vs Sanas + EXO, p<0.05
U de Mann-Whitney). (**) denota diferencias estadisticas dentro de los grupos sanos o con DLP, segln lo
indiquen las lineas sobre las barras (p<0.05, Kruskal-Wallis).

El malondialdehido (MDA) es uno de los productos principales de la lipoperoxidacion de
lipidos membranales; por ello, en el ensayo TBARS, los niveles de MDA se consideran un
biomarcador importante de estrés oxidativo. Ambos grupos, el que consumié AE vy el

administrado con AMZ, tuvieron una cantidad de MDA similar. Los grupos sanos
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suplementados con EXO mostraron concentraciones de MDA superiores a los grupos control
Sanas + AE y Sanas + AMZ. Por otro lado, el tiloxapol ocasioné incremento significativo en
los niveles de MDA en los grupos AE y AMZ, pero el grupo tratado con EXO no los
modificd, pues tales niveles no mostraron cambios con respecto al grupo Sanas + EXO
(Tabla VII). El incremento en los niveles de MDA secundario a la administracion de
tiloxapol se debe a que este reactante promueve la acumulacion de lipidos y la formacion de
ROS, favoreciendo la lipoperoxidacion (Ji et al., 2023).

Entre los grupos con DLP, los mayores niveles de MDA se observaron en el grupo AMZ, los
cuales fueron muy superiores a todos los demas grupos y estadisticamente diferentes al grupo
tratado con bezafibrato (p<0.05), cuyos valores fueron bajos y similares a los de los grupos
sanos (Tabla V11). Los niveles elevados de MDA en el grupo DLP + AMZ se pueden atribuir
al alto contenido de &cidos grasos poliinsaturados del aceite, mismos que son susceptibles a
la oxidacién por ROS. EIl hallazgo concuerda con lo reportado por Abilés et al. (2009),
quienes alimentaron ratas con distintos aceites, incluido el aceite de maiz, y observaron un
aumento significativo de MDA plasmético. Aunque en este estudio el MDA se determind en
tejido hepatico, los resultados de ambos trabajos demuestran que la presencia excesiva de
acidos grasos poliinsaturados en el plasma puede incrementar la lipoperoxidacién medida
mediante el método TBARS.

El grupo DLP + EXO mostro6 niveles moderados de MDA. Si se compara con el grupo DLP
+ AMZ, el EXO ayud6 a disminuir la produccion de MDA en el organismo de los
biomodelos. Asimismo, el BF mostré ser efectivo para combatir la lipoperoxidacion. De
hecho, da Rosa-Junior et al. (2020) encontraron que el bezafibrato ayudd a prevenir el estrés
oxidativo modulando los niveles de MDA. Sus resultados coinciden con los observados en
esta investigacién, dado que la concentracién de MDA se vio reducida en el grupo de DLP +
BF. El hecho de que el grupo tratado con el farmaco BF haya mostrado niveles bajos de MDA
sugiere que: 1) el incremento en la oxidacion mitocondrial de &cidos grasos es una estrategia
atil para reducir la lipoperoxidacion y que 2) una buena parte del MDA liberado en el
experimento proviene de la oxidacién de acidos grasos plasmaticos derivados de la induccién
de DLP con tiloxapol, y de la administracién de AMZ rico en &cidos grasos insaturados, y
no solo de los lipidos membranales. Por tanto, la reduccién de la DLP es una estrategia

indirecta pero efectiva para reducir el dafio hepatico en términos de oxidacion. Bajo este
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razonamiento, los efectos positivos, aunque parciales, del EXO sobre los niveles de MDA
podrian deberse a la presencia de compuestos antioxidantes en concentraciones moderadas,
mas que a su capacidad de combatir la DLP. Ozen y Korkmaz (2003) reportaron que el
extracto de ortiga inhibe parcialmente el MDA en dosis elevadas, mientras que en dosis bajas
no observaron cambio alguno, lo que sugiere un efecto dependiente de la dosis. No obstante,
debido a que en esta investigacion los niveles de MDA en el grupo Sanas + EXO resultaron
ser altos, es posible que el efecto protector pueda depender de la administracion de una dosis

adecuada (no necesariamente la mas alta) y de la biodisponibilidad de ciertos compuestos.

La Figura 20 representa la actividad de la ALT, marcador de necrosis hepatica, en los grupos

de experimentacion.

* %k
40 * %
T '
= | *
E 30 T
- 1
S
0 20 T
E T
E T &+ |
: 10 J_
<
o T T T T T
v?r é(lr (0] ?’0 é‘,]’ +O Q;Q
el ?' x * xv. x‘o e
2 e VR Q %
%@9 & & Q 4 o Q
& P

Figura 20. Actividad de alanina aminotransferasa (mmol/L/min) en plasma de ratas sanas e inducidas con
dislipidemia (DLP) tratadas con aceite de maiz (AMZ, control -), extracto de acetato de etilo de ortiga (EXO)
o bezafibrato (BF, control +). Grupo control de controles sano con alimento estdndar (AE). Las barras
representan el promedio + la desviacion estdndar de experimentos realizados por triplicado en cada uno de
los grupos experimentales (n=6). Los asteriscos denotan diferencias estadisticamente significativas. (*) denota
diferencias significativas entre un grupo enfermo y su control sano (e.g. DLP + EXO vs Sanas + EXO, p<0.05
U de Mann-Whitney). (**) denota diferencias estadisticas dentro de los grupos sanos o con DLP, segun lo
indiquen las lineas sobre las barras (p<0.05, Kruskal-Wallis).

Entre los grupos sanos no se observaron diferencias significativas; sin embargo, si se observo
una reduccion sutil en la actividad de ALT en el grupo suplementado con EXO, seguido del

grupo AMZ y luego AE. Entre los grupos con DLP, el comportamiento fue igual al de los
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grupos sanos; sin embargo, el grupo control (DLP + AE) mostré niveles muy altos y
estadisticamente diferentes (p<0.05) al grupo Sanas + AE en la actividad plasmética de ALT,
sugiriendo que el TI por si solo caus6 dafio hepatico. Esto coincide con los resultados de Ji
et al. (2023), donde, de igual manera, se observo una elevacion en la actividad de ALT tras
la administracion de T1 en el grupo control. Al comparar los niveles de ALT de los grupos
DLP + AMZ y DLP + EXO con el grupo control (DLP + AE) podria especularse un efecto
reductor de la ALT, al observar los niveles de ALT de sus respectivos controles sanos, se
nota que, tanto el AMZ como el EXO impidieron la elevacion plasmatica de la ALT,
sugiriendo, aun asi, cierto efecto hepatoprotector. Los trabajos de Joshi et al. (2015) y Kanter
et al. (2005) muestran que la administracién de extracto de ortiga tiene efectos
hepatoprotectores al disminuir la actividad de ALT de una manera dependiente de la dosis.
Sus resultados concuerdan con los encontrados en este trabajo. Los compuestos de la ortiga
como los flavonoides de polaridad media pudieron actuar contra el dafio provocado por el
TI, ayudando a erradicar algunas ROS. Por otro lado, los efectos del AMZ sobre los niveles
de ALT podrian atribuirse a la presencia de compuestos con alta actividad hepatoprotectora
como los fitoesteroles y los propios acidos grasos. Por Gltimo, a pesar del efecto del tiloxapol,
el bezafibrato mostrd bajos niveles de ALT. La efectividad del bezafibrato para controlar la
elevacion de los niveles de ALT ha sido reiteradamente reportada por otros autores
(Dubrovsky y Bowlus, 2020; Honda et al., 2019; Ichikawa et al., 2025).

La Figura 21 resume los resultados obtenidos de la actividad del marcador de colestasis
GGTP en los grupos experimentales. Entre los grupos sanos, el aceite de maiz promovié que
laactividad de GGTP en el grupo sano se elevara significativamente con respecto a los grupos
Sanas + AE y Sanas + EXO, los cuales no mostraron diferencias entre ellos. Esto es
consistente con lo reportado por Dalal et al. (2023), quienes trabajaron con ratas sanas a las
cuales se les administrd aceite de maiz, aceite de oliva y grasa animal, encontrando que el
grupo tratado con aceite de maiz mostro elevacion de GGTP en comparacion con el grupo
suplementado con aceite de oliva. En los grupos alimentados con alimento estandar (AE) se
encontrd diferencia significativa tras la inyeccion de Tl al grupo DLP + AE para inducir
DLP. El efecto del Tl observado en el grupo DLP + AE concuerda con los resultados de
Fernandez-Martinez et al. (2019), quienes obtuvieron niveles altos de GGTP en el grupo

tratado Unicamente con TI. Los grupos DLP + AMZ y Sanas + AMZ también exhibieron
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diferencias estadisticas. Koubaa-Ghorbel et al. (2020) indujeron hiperlipidemia con dieta alta
en grasa (HFD) en grupos de roedores; a uno de ellos se le administraron 100 pL de aceite
de maiz durante 8 semanas. Como resultado, la actividad de GGTP en el grupo HFD + AMZ
fue alta en comparacion con los demas grupos de experimentacion. EI motivo de este
resultado se puede asociar al dafio causado por la acumulacion de lipidos por el tipo de dieta

que ese grupo recibid durante la experimentacion, mas el dafio causado por el TI.
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Figura 21. Actividad de gamma glutamil-transpeptidasa (umol/L min) en plasma de ratas sanas e inducidas
con dislipidemia (DLP) tratadas con aceite de maiz (AMZ, control -), extracto de acetato de etilo de ortiga
(EXO) o bezafibrato (BF, control +). Grupo control de controles sano con alimento estandar (AE). Las barras
representan el promedio + la desviacion estdndar de experimentos realizados por triplicado en cada uno de
los grupos experimentales (n=6). Los asteriscos denotan diferencias estadisticamente significativas. (*) denota
diferencias significativas entre un grupo enfermo y su control sano (e.g. DLP + EXO vs Sanas + EXO, p<0.05
U de Mann-Whitney). (**) denota diferencias estadisticas dentro de los grupos sanos o con DLP, segln lo
indiquen las lineas sobre las barras (p<0.05, Kruskal-Wallis).

El EXO no fue capaz de reducir los niveles de GGTP e igualmente tuvo diferencia
significativa con su grupo control Sanas + EXO. Othman y Nanakali (2022) observaron que
tanto el extracto etandlico (200 mg/kg) como el extracto acuoso (200 mg/kg) y las
nanoparticulas de plata + extracto de ortiga (15 mg/kg) redujeron la actividad de GGTP a
diferencia del grupo control. Los resultados de esa investigacion discrepan de los obtenidos
en este estudio, dado que el EXO no ayud6 a disminuir los niveles de GGTP en el grupo DLP

+ EXO, muy probablemente por los metabolitos polares de los extractos acuoso y etandlico,
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diferentes a los de polaridad media del acetato de etilo aqui usado. Por altimo, entre los
grupos dislipidémicos tratados con AMZ y BF el andlisis estadistico arrojé una diferencia
significativa, asi como también entre DLP + EXO y DLP + BF. Dubrovsky y Bowlus (2020)
encontraron articulos donde se evidencia el efecto del bezafibrato para descender los niveles
de GGTP. Los resultados obtenidos demuestran que el bezafibrato es capaz de modular

GGTP a pesar del dafio causado por TI.

La Figura 22 agrupa los resultados obtenidos de la actividad de fosfatasa alcalina (FAL),

marcador de colestasis, en los grupos experimentales.
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Figura 22. Actividad de fosfatasa alcalina (umol/L min) en plasma de ratas sanas e inducidas con dislipidemia
(DLP) tratadas con aceite de maiz (AMZ, control -), extracto de acetato de etilo de ortiga (EXO) o bezafibrato
(BF, control +). Grupo control de controles sano con alimento estandar (AE). Las barras representan el promedio
* la desviacion estandar de experimentos realizados por triplicado en cada uno de los grupos experimentales
(n=6). Los asteriscos denotan diferencias estadisticamente significativas. (*) denota diferencias significativas
entre un grupo enfermo y su control sano (e.g. DLP + EXO vs Sanas + EXO, p<0.05 U de Mann-Whitney).
(**) denota diferencias estadisticas dentro de los grupos sanos o con DLP, segun lo indiquen las lineas sobre
las barras (p<0.05, Kruskal-Wallis).

El EXO aumento ligeramente las concentraciones de FAL en el grupo sano; esto causo una
diferencia con el grupo sano al que solamente se le administré AE. El grupo DLP + AE
mostro niveles de FAL inferiores a comparacion con el grupo Sanas + AE (Tabla VI1). Entre
los grupos con DLP, el grupo DLP + EXO mostrd los niveles mas altos de FAL, lo cual es

consistente con los niveles de otros biomarcadores evaluados en este trabajo, sugiriendo que
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el EXO en general no es un buen agente hepatoprotector, e incluso puede llegar a tener
efectos deletéreos, los cuales podrian hacerse mas evidentes en tratamientos prolongados con
extractos procedentes de la ortiga. Juma et al. (2015), notaron que la suplementacién con 450
mg/kg del extracto acuoso liofilizado elevé la actividad de la FAL con respecto al grupo
control en ratas sanas. En el mismo trabajo, cuando se indujo dafio hepatico a los roedores
con 250 0 500 mg/kg de paracetamol, se encontrd que la actividad de FAL incrementd adn
mas, lo cual, por una parte, es consistente con los hallazgos de este estudio, y por otra,
reafirma que la ortiga no parece tener efecto hepatoprotector en términos de reduccion de la
FAL, y que mas bien, parece tener efetos procolestaticos al causar su elevacion tanto en
roedores sanos como en animales con dafio hepatico. De este modo, observando los
resultados de ambas investigaciones, la diferencia en los niveles de FAL entre grupos
dislipidémicos y sanos se puede atribuir a la administracion del EXO, sumada a la
administracion de TI. Esto sugiere fuertemente que la ortiga no es un buen candidato para su
uso como agente terapéutico contra el dafio hepatico generado con este modelo agresivo de
dislipidemia, por lo menos no bajo las condiciones de extraccion y las dosis empleadas en

este experimento.
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Tabla VII

Resultados de actividad hepatoprotectora del EXO

Marcador Grupo N Media+DE Significancia
Bilirrubina directa Sanas + AMZ 5 0.024 +£0.010
(mg/dL) Sanas + EXO 6 0.324+0.061 0.004 **
DLP + AMZ 4 0.054+0.014 0.022 ** 0.016 *
DLP + EXO 2  0540+0.226
DLP + BF 4 0.252+0.010
Bilirrubina total Sanas + AMZ 5 0.292+0.100
(mg/dL) Sanas + EXO 4 0.130+0.060 0.032 **
DLP + AMZ 6 0.945+0.374 0.004 *
DLP + EXO 3 4.340+0.553 0.057 *
DLP + BF 6 0.098 +0.027 0.003 **
Catalasa Sanas + AE 6 207.37+15.17
(k x10%/min) Sanas + AMZ 6 166.14+9.18
Sanas + EXO 5 12559 +17.23 0.001 **
DLP + AE 8 176.35+18.94 0.013 *
DLP + AMZ 6 147.00 +24.90
DLP + EXO 5 12453 +11.95 0.003 **
DLP + BF 5 137.31+9.24
Lipoperoxidacion Sanas + AE 4  116.37 £20.64
(nmol MDA/mg Sanas + AMZ 6  88.74%20.59 0.006 **
proteina) Sanas + EXO 4 228.05+75.73
DLP + AE 4 319.62 +54.56 0.029 *
DLP + AMZ 4  488.78 +58.60 0.010 *
DLP + EXO 3  27553+76.79
DLP + BF 4 17517 +57.34 0.004 **
Alanina Sanas + AE 3 15.24+3.02
aminotransferasa Sanas + AMZ 5 13.62+2.81
(mmol/L.min) Sanas + EXO 5  9.86+3.73
DLP + AE 7 26.58+2.56 0.017 *
DLP + AMZ 4 1822+5.85
DLP + EXO 4 10.65+2.61 0.039 **
DLP + BF 6 8.42+3.12 0.001 **
Gamma glutamil- Sanas + AE 4 517+202 0.022 **
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Transpeptidasa
(umol/L. min)

Fosfatasa alcalina

(umol/L.min)

Sanas + AMZ
Sanas + EXO
DLP + AE
DLP + AMZ
DLP + EXO
DLP + BF

Sanas + AE
Sanas + AMZ
Sanas + EXO
DLP + AE
DLP + AMZ
DLP + EXO
DLP + BF

o1~ 01 01 B~ O1

N 010 o0 o Ol

4

11.92 +£1.02
5.43+0.41
105.90 + 21.31
96.11 + 3.30
97.30 £ 0.56
4.44 +1.53

152.90 + 18.24
207.00 + 38.01
243.35 + 34.27
117.11 +10.61
172.93 + 63.34
332.19 £ 74.94
135.91 + 27.61

0.016 *
0.008 *
0.029 *
0.028 **

0.006 **

0.002 **, 0.003 *

0.038 *

Los asteriscos indican diferencias significativas (p<0.05, prueba U de Mann Whitney o Kruskal-Wallis). (*) diferencia
significativa de un grupo con DLP con respecto a su control sano y (**) diferencia estadistica entre grupos sanos o

con DLP.
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9. CONCLUSIONES
El EXO Unicamente mostro efecto hipolipemiante al incrementar los niveles de HDL en los
roedores con DLP, el resto de los biomarcadores del perfil lipidico no mostraron reduccion

tras la suplementacién con EXO.

Aunque el EXO mitigé la lipoperoxidacion y las elevaciones de la ALT derivadas de la DLP
y el dafio hepatico causado por el tiloxapol, no se observéd en general un potencial efecto
hepatoprotector, al contrario, el perfil observado sugiere empeoramiento del dafio hepéatico o
elevacion moderada de biomarcadores en roedores sanos. El disefio experimental de 3
administraciones Unicas previas a la induccion de un tipo de DLP particularmente agresiva

pudo influir en la observacion de estos resultados desfavorables, al menos en este modelo.

Los beneficios del EXO fueron bastante sutiles y son consistentes con la baja capacidad
antioxidante y el bajo contenido fenolico total observado en la caracterizacion funcional.
Factores como el disolvente, la temperatura empleada durante el proceso de extraccion del
EXO pudieron influir directamente en el contenido final de los metabolitos del extracto.
Ademas, el uso de AMZ como vehiculo del EXO parece haber contribuido a los escasos

efectos hipolipemiantes y hepatoprotectores que este produjo.

Este trabajo de tesis reafirma la importancia de estudiar las propiedades benéficas atribuidas
a las plantas medicinales, asi como los efectos benéficos o perjudiciales que estas pueden
ejercer sobre la salud. Asimismo, este trabajo promueve el desarrollo de propuestas
alimentarias basadas en evidencia cientifica, contribuyendo a la creacién de sistemas
alimentarios sustentables que prioricen la salud publica, la seguridad alimentaria y el respeto
por el entorno. En este sentido, el uso de Urtica dioica L. en esta investigacion se puede
considerar sustentable atribuibles a 5 factores: 1) posee una distribucién casi mundial; 2) es
comunmente considerada como una maleza; 3) presenta un crecimiento y una propagacion
rapida; 4) al ser una especie herbacea perenne, sobrevive a climas frios y regenera sus partes

areas cada afio y 5) econdmicamente, no requiere de gran inversion para su cultivo.

Se recomienda a proximos investigadores de este tema probar los efectos del EXO en
modelos crdnicos y bajo condiciones de DLP menos agresivas como aquellas ocasionadas
por dieta HFD o incluso en modelos de sindrome metabdlico. De igual manera, utilizar un

método de extraccion que no someta a la planta a temperaturas elevadas.
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