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1. RESUMEN

El higado es un uno de los érganos con mayor importancia médica, el cual al ser atacado
por radicales libres producidos por factores ambientales como la contaminacion o la
alimentacion, estos pueden llegar a desencadenar estrés oxidativo, provocando dafios a
este 6rgano diana, los efectos negativos en el higado pueden ir desde enfermedades
cronicas como higado graso e incluso desencadenar en enfermedades mas agudas como
lo es la cirrosis o cancer de higado, por tal motivo, actualmente se han incursionado en la
busqueda de alternativas naturales que puedan ayudar al higado a eliminar esos radicales
libres, uno de esos productos es el fruto de Sechium edule, el cual ha demostrado que
tiene diferentes beneficios en la salud, ya que se ha determinado que contiene
propiedades como antidiabética o antineoplasica, ademas de un efecto hepatoprotector,
por lo tanto un hibrido de este grupo como lo es HD-Victor podria tener un potencial mas
alto. Por lo cual se evalu6 el efecto hepatoprotector en un modelo in vivo con dafio inducido
por tetracloruro de carbono (CCls), en donde se probaron dosis de 8, 50 y 125mg/ kg de
peso de ratdén, administrados cada 48 horas via oral, mostrando que las enzimas hepaticas
como aspartato transaminasa (AST), alanina transaminasa (ALT) y fosfatasa alcalina
(ALP) se encontraban mas altas en el control con dafio hepatico mientras que en los
grupos tratados con el hibrido se mostraron mas bajos, indicando un efecto
hepatoprotector, ademas la enzima antioxidante catalasa (CAT) también se vio favorecida
ante la administracion del hibrido HD-Victor, mostrando la capacidad de eliminacion de

radicales libres.
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2. INTRODUCCION

Las enfermedades hepaticas afectan a mas del 10% de la poblacién mundial.
constituyendo aproximadamente la cuarta o quinta causa de muerte en todo el mundo, la
principal enfermedad hepaticas es la del higado graso no alcohdlico con un 40% de
frecuencia, seguido por el virus de la hepatitis B (VHB) con el 30% el virus de la hepatitis
C (VHC) con el 15% y el consumo nocivo de alcohol que representa el 11% (Farzaei, et
al., 2018). El dafio hepatico puede iniciar con una lesién que va ir desencadenando otras
patologias como la enfermedad del higado graso no alcohdlico (EHGNA), esto causado
principalmente por la dieta y el sedentarismo, asi como patologias como el sindrome
metabdlico o diabetes mellitus. El desarrollo progresivo de EHGNA da como resultado una
esteatohepatitis no alcoholica (NASH), la cual se diagnostica mediante una biopsia
hepatica invasiva (Younossi, et al., 2018). Su espectro clinico y patoldégico puede
evolucionar de esteatosis simple a esteatohepatitis, a cirrosis y al carcinoma hepatocelular
(CHC), su prevalencia se ha incrementado debido al aumento de la obesidad y diabetes
mellitus tipo 2, la dislipidemia y el sindrome metabdlico en la poblacién mundial, por lo que
se considera la principal causa de CHC y la primera indicacién de trasplante hepaticos
(Bernal-Reyes, et al., 2019). Generalmente la deteccion de estas enfermedades se realiza
cuando ya existe un dafio mas grave, debido a que no muestra sintomas de alerta,
actualmente no se ha aprobado ninguna intervencion farmacolégica para el tratamiento de
la EHGNA, la terapia se enfoca en la mitigacion de factores de riesgo con una dieta
saludable, asi como la pérdida de peso y la mejora de la resistencia a insulina, al igual que
el tratamiento para NASH (Mundi, et al., 2020; Friedman, et al., 2018), en cuanto a
alternativas farmacéuticas se han probado la pioglitazona o vitamina E, asi como agonistas
de acido obeticdlico, que por reacciones secundarias aun estan en estudio (Friedman, et
al., 2018). La medicina tradicional, se ha utilizado desde épocas muy remotas y hasta la
actualidad, ya que en Estados Unidos y Europa, aproximadamente el 65% de los pacientes
usan medicamentos a base de hierbas contra la enfermedad hepatica, debido a su amplia
disponibilidad, baja toxicidad, actividad farmacologica y diversidad quimica y bajos efectos

secundarios en comparacion con las drogas sintéticas (Farzaei, et al., 2018).
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3. MARCO TEORICO

3.1.Daio hepatico

Actualmente millones de personas padecen algun tipo de enfermedad hepatica ya sea
aguda o cronica en todo el mundo, estos padecimientos afectan a mas del 10% de la
poblacion e incluso constituyen aproximadamente la cuarta o quinta causa de muerte en
todo el mundo (Parola & Pinzani, 2019). El primer lugar la ocupa la enfermedad del higado
graso no alcoholico (EHGNA) con un 40% de frecuencia, seguido por el virus de la hepatitis
B (VHB) con el 30%, el virus de la hepatitis C (VHC) con el 15%, el consumo nocivo del
alcohol representa el 11%, siendo la cirrosis la tercera casusa de mortalidad en hombres
y la séptima en mujeres. En México se estima que para el afio 2050 la cifra alcance los 1
855 000 casos nuevo al afo; en el caso del carcinoma hepatocelular, hay una incidencia
del higado no cirrotico del 15-20% volviéndose uno de los tumores primarios del higado a
nivel mundial (Farzaei, et al., 2018; Roesch-Dietlen, et al., 2021). EI INEGI (2019) informo
que las enfermedades del higado en México, fueron la cuarta causa de muerte en el pais,
donde de un total de 547 831, habian muerto 39 287 personas, es decir un 7.17 % del total

de muertes registradas.

El higado en estado sano realiza una actividad metabdlica y de remodelacion tisular
constantemente, ademas tiene una exposicion regular a productos microbianos, dando
como resultado una inflamacién persistente y regulada, para proteger a los hepatocitos de
lesiones, asi como favorecer la reparacion del dafo tisular y promover el restablecimiento
de la homeostasis ejerciendo efectos hepatoprotectores constantes, desarrollando una
actividad adicional solo si el higado necesita deshacerse de patdbgenos hepatotdxicos,
células malignas o productos téxicos que intervengan de manera negativa en su actividad
metabdlica. Por lo que, si no se eliminan estos estimulos peligrosos y no se resuelve la
inflamacién se genera una perdida masiva de hepatocitos, que puede estimular una
respuesta fibrética, se produce una infeccion crénica, autoinmunidad o incluso se crea un

crecimiento tumoral (Robinson, Harmon, & O'Farrelly, 2016; Brenner, et al., 2013).
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La mayoria de los trastornos hepaticos se caracterizan por una disfuncién mitocondrial
profunda que puede conducir a la desaparicion de hepatocitos o sensibilizacién de estas
células a estrés (Brenner, et al., 2013). Dado que el higado tiene un papel importante en
el metabolismo, la hepatotoxicidad que se pueda generar se convierte en un problema de
salud con gran relevancia, en donde se muestra un dafo celular aumentando no solo los
niveles de enzimas hepaticas, sino ademas hay presencia de radicales libres (RL), las
pruebas hepaticas que suelen realizarse suelen incluir alanina transaminasa (ALT),
aspartato transaminasa (AST), fosfatasa alcalina (ALP), gamma-glutamil transferasa
(GGT), bilirrubina sérica, tiempo de protombina (PT), indice internacional normalizado
(INR) y albumina, estas pruebas pueden ser utiles para determinar un area del higado
donde puede haber un dafio que puede derivar en patologias como higado graso,
desencadenando otras enfermedades crénicas como NASH, cirrosis o cancer de higado
(Figura 1)(Jaeschke et al., 2002; Lala et al., 2020).

Cirrosis

Qe

Normal Esteatosis

)

A
¥ c >\
S Células cicatrizacién
\ inflamatorias

Fibras

Restos de
células
muertas

EL higado sano puede
llevar a cabo
efectivamente
funciones normales
como suministro de
células sanguineas,,
flujo biliar, digestion, y
detoxificacion

La incidencia de NAFL
en un higado sano se
puede explicar por el
modelo “two hit”

La presencia de TG
citoplasmdtico en
mas del 5% de
hepatocitos

Estado temprano del
higado graso

* Incidencia
¢ 20-40 % de la

poblacién occidental

* 5-40%dela
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combinado con
inflamacion, fibrosis y
dafio celular
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hepatico crénico mar
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dafiadas

Incidencia: 10-29% en
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Figura 1 . Progresién del dafio hepatico y sus caracteristicas, desde un estado normal o sano, progresando
con un dafio en el higado desencadenando un dafio cronico como es la cirrosis. Tomada y modificada de
Shin, et al., 2018.
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3.2.Estrés Oxidativo

El estrés oxidativo (OxS) es un proceso biolégico caracterizado por un desbalance entre
la produccion de especies reactivas (RS) respecto a las antioxidantes a favor de las
primeras, causando dafio oxidativo de biomoléculas y alteracién en la fisiologia celular
(Rosado-Pérez. et al., 2018; Heredia et. al., 2012), este proceso se lleva a cabo de manera
natural en el cuerpo mediante algunas reacciones oxidativas (Figura 2) en la degradacion
de aminoacidos y grasas, lo que produce radicales libres, compuestos quimicos muy
reactivos que pueden dafiar a la célula, como lo son las especies reactivas de oxigeno
(ROS) y las especies reactivas de nitrogeno (RNS), su presencia juega un papel relevante
en el desarrollo de numerosas enfermedades humanas (Sanchez-Valle, & Méndez-
Sanchez, 2018; Tan, Norhaizan, & Liew, 2018).
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Figura 2. Interaccion entre antioxidantes y prooxidantes. A) Equilibrio entre especies reactivas de oxigeno y
antioxidantes, produciendo una homeostasis y por consecuente un estado normal en el desarrollo celular.
B) desequilibrio entre las especies reactivas y los antioxidantes en favor a las especies reactivas generando
estrés oxidativo provocando diversos dafios en la célula (Tomada y modificada de Rosado-Pérez, et al.,
2018).
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Uno de los principales productores de estrés oxidativo son las especies reactivas de
oxigeno (ROS) los cuales se producen a partir de oxigeno molecular como resultado del
metabolismo de las células en forma normal, sin embargo, estas ROS se dividen en
radicales libres o no radicales (Miller et al., 1990). Las formas mas frecuentes de ROS
incluyen anién superéxido (O2-), acido hipocloroso, perdxido de hidrégeno (H202), oxigeno
singlete, hipoclorito, radical hidroxilo y peroxidos de lipidos, los cuales se producen a partir
de reducciones de oxigeno de un electron y terminan formando agua, la formacion de
estas moléculas tiene una participacion en la progresion, crecimiento, diferenciacion y
muerte de las células (Tan, Norhaizan & Liew, 2018; Olson, et al., 2017; Heredia et al.,
2012; Castillo et al., 2001).

Los radicales libres en general, y el radical hidroxilo en particular, puede reaccionar con
moléculas organicas reducidas, en especial con las que contienen enlaces dobles como
los lipidos insaturados, los anillos aromaticos de aminoacidos y las bases nitrogenadas.
La alteracion mas importante inducida por las ROS sobre los lipidos se debe a los dafios
generados sobre las membranas en un proceso llamado lipoperoxidacién. El dafio
causado a las proteinas se da segun el aminoacido que reaccione con las ROS, ya que
puede haber cambios en la estructura primaria de una proteina y un residuo puede
modificarse y convertirse en otro diferente. Los aminoacidos mas susceptibles son
histidina, prolina, cisteina, triptéfano, tirosina y en menor grado arginina, lisina, y metionina
(Montes, 2018).

Para contrarrestar los dafios celulares por el estrés oxidativo, la célula trata de mantener
un estado redox (Montes, 2018), para ello el organismo dispone de un sistema antioxidante
que evita o neutraliza la formacion de los RL, entre los que podemos destacar las enzimas
antioxidantes superoxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx), glutatidon
reductasa (GR) y catalasas (CAT), aunque también intervienen otros factores como las
proteinas acarreadoras de metales, las vitaminas A, C y E, la bilirrubina, el acido urico y el

selenio entre otros (Sanchez-Valle, & Méndez-Sanchez, 2018).
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Elincremento de la concentracion sanguinea de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
(TBARS), como indicador de peroxidacion lipidica y reduccion de las actividades
antioxidantes de las enzimas superoxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx) y
la catalasa (CAT) en sangre total son indicativos de la presencia de estrés oxidativo
(Heredia et. al., 2012). La catalasa es una enzima antioxidante con un peso molecular de
250 kDa y consta de cuatro grupos de hemoproteinas, esta presente en células como
eritrocitos, células renales y hepaticas, es una enzima intracelular y es considerada como
el segundo antioxidante enzimatico mas abundante después de la superdxido dismutasa
(SOD) que atenua los niveles de especies reactivas de oxigeno (Hadwan, 2018), la
catalasa es una de las enzimas mas conocidas y mejor caracterizadas debido al papel que
juegan, ya que catalizan la dismutacién del peroxido de hidrogeno en agua y oxigeno
(Olson, et al., 2017).

Las enfermedades hepaticas cronicas suelen ir acompanadas de un aumento del estrés
oxidativo (que indica niveles excesivos de especies reactivas de oxigeno (ROS) y un
desequilibrio oxidante y antioxidante) que puede conducir a la degradacién de proteinas,
lipidos y ADN celular. Las ROS participan en la respuesta fibrogénica del higado y
contribuyen a la isquemia/regeneracién, necrosis y apoptosis. Por lo cual su presencia da
como resultado una expresion génica alterada y un dafio hepatico progresivo. En el caso
de involucrar al alcohol, este puede aumentar significativo de los niveles de ROS
mitocondrial en los hepatocitos, dando como resultado la oxidacion del etanol y al menos
tres vias enzimaticas implicadas. El alcohol deshidrogenasa (ADH) en primer lugar oxida
el etanol a acetaldehido y luego este ultimo se oxida a acetato por el aldehido
deshidrogenasas (ALDH) en las mitocondrias. La oxidacion del etanol también es
promovida por el sistema de oxidacion del etanol microsomal (MEOS), la enzima del
citocromo P450 citocromo P450 2E1 (CYP2E1) y la catalasa en los peroxisomas. Los
productos de estas vias pueden inducir a enfermedades como higado graso, inflamacion
hepatica, hepatitis alcohdlica (necrosis) y cirrosis alcohdlica progresiva (Farzaei, et al.,
2018).
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Entre las funciones que llevan a cabo las mitocondrias, se encuentra la regulacion del
metabolismo de los lipidos hepaticos, ademas de la respiracion celular, asociada al estrés
oxidativo; en este sentido se ha encontrado un aumento de la lipogénesis con disminucion
de la B-oxidacién de acidos grasos, lo cual conduce a la acumulacién de triglicéridos en
los hepatocitos y esto en combinacion con niveles altos de ROS, contribuye a la
resistencia a la insulina en pacientes que presentan esteatohepatitis, esto se debe a que
las ROS mitocondriales pueden mediar la senalizacion de las vias metabdlicas afectando
el desarrollo y progresion de enfermedades hepaticas crénicas ya que promueven la
muerte celular, la fibrogénesis hepatica, la inflamacién y las respuestas inmunes innatas
a las infecciones virales. Las mitocondrias son necesarias para el metabolismo de las
grasas Yy la produccién de energia, el ciclo de la urea y el metabolismo de los aminoacidos
y el hierro (Mansouri, Gattolliat, & Asselah, 2018), jugando un papel clave en el
metabolismo de los acidos grasos y la generacion de energia, por lo que se cree que el
deterioro de la funcién mitocondrial es un sello distintivo de la EHGNA, destacando los
cambios morfolégicos y funcionales que surgen en respuesta a los estimulos metabdlicos
(Ma et al., 2020).

En condiciones normales, el O2 se reduce a H20. Sin embargo, algunos electrones pueden
escapar de esta via y convertirse en el radical superdxido. Estas especies reactivas de
oxigeno se convierten en peroxido de hidrégeno menos nocivo mediante SOD. Sin
embargo, en presencia de Fe?*, algunas de las moléculas de H202 pueden reducirse y
volverse muy reactivas, atacando a varias biomoléculas. La catalasa transforma
efectivamente el H202 en moléculas menos nocivas y junto con GPX bloquea esa via,
protegiendo de esta manera a la célula de los dafos que los RL puedan generar (Tehrani
& Moosavi-Movahedi, 2018)
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Figura 3. Generaciéon de oxigeno reactivo y reaccién de enzimas antioxidantes. La mitocondria puede
genera un radical superdxido (O2") que sera convertida en peroxido de hidrogeno (H202) mediante la enzima
superéxido dismutasa (SOD) luego la catalasa reaccionara con el H202 formando agua y oxigeno, y junto al
glutation peroxidasa (GPx) bloquearan vias de formacion de RL protegiendo al organismo (Tomada vy
modificada de Tehrani & Moosavi-Movahedi, 2018).

El estrés oxidativo mitocondrial promueve la muerte de los hepatocitos y la liberacion
masiva de enzimas hepaticas como la ALT, AST y ALP, las cuales pueden dar como
resultado la formacién de mediadores proinflamatorios y posteriormente desencadenar en
una inflamacién crénica (Mohamad, et al., 2018). Las hepatotdxinas (cualquier sustancia
o elemento que cause un dafio al higado) generadas durante cualquier tipo de dafio
también inducen una respuesta inflamatoria en el higado junto con la activacion de la
transduccién de sefales intracelular mediada por MAPK, NFkB y STAT3 (Mangwani, Singh
& Kumar, 2019).
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3.3. Tratamientos farmacolégicos actuales

La patogénesis de la EHGNA es compleja y con multiples vias metabdlicas. Es por eso
que a la fecha no ha sido posible establecer un tratamiento estandar para esta
enfermedad. La mayoria de las intervenciones para EHGNA se han enfocado en controlar
las comorbilidades metabdlicas asociadas. Uno de los principales problemas es la larga
duracioén para que los desenlaces clinicos sean visibles, razdn por la cual los cambios a
corto plazo en la histologia han sido aceptados como una alternativa para evaluar la
respuesta terapéutica. Estos incluyen la resoluciéon de la esteatohepatitis, la disminucion
en la actividad de la enfermedad y/o la mejora en el estadio de la fibrosis. Por lo anterior
se recomienda que los tratamientos farmacoldgicos se limiten a pacientes con una
enfermedad hepatica progresiva, es decir, esteatohepatitis y/o fibrosis (Friedman, et al.,
2018; Bernal-Reyes, et al., 2019; Mundi, et al., 2020). El enfoque se realiza en la mitigacién
de los factores de riesgo entre ellos, la dieta, donde se recomienda evitar el consumo de
carnes rojas, grasas trans, carbohidratos refinados, y jarabe de maiz. Sin embargo, el hito
del tratamiento sigue siendo la pérdida de peso y la mejora de la resistencia a insulina
(Mundi, et al., 2020).

Un enfoque actual son las terapias combinadas, aunque también hay farmacos unicos con
multiples dianas de accidn celulares o moleculares que estan bajo evaluacion; respecto a
la terapia para NASH, hay enfoques asociados con el higado, intestino, tejido adiposo y
musculo, asi como cambios en la alimentacién y/o pérdida de peso significativa. Ademas
se han realizado ensayos clinicos de ligandos sintéticos como el receptor farnesoide X
(FXR), un agonista de PPARa/d (elafibranor) y un antagonista de CCR2 y CCR5
(Cenicriviroc), los ligandos de PPAR®S (por ejemplo, pioglitazona, un miembro de la familia
de farmacos de la clase de tiazolidindiona) se han estudiado en varios ensayos mostrando
una efecto positivo en la esteatosis, la inflamacién y la esteatohepatitis hepatocelular, asi
como la fibrosis; el acido obeticoélico (OCA ) corrige la resistencia a la insulina, sin embargo
el ensayo clinico fase 2B de OCA se interrumpi6 antes de tiempo debido a la demostracion

de eficacia durante un analisis intermedio planificado a priori. por causar prurito y
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aumentos moderados en el colesterol de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) en
algunos individuos; otro factor influyente en la enfermedad del higado graso es estrés
celular y la apoptosis el cual se ha tratado con la vitamina C, un antioxidante prototipico
con efectos antiesteatohepatico mas eficaz que los farmacos estudiados, sin embargo no
tiene una eficacia significativa en la reduccién de la fibrosis hepatica: el farmaco Emricasan

puede atenuar la inflamacion y la fibrosis, pero sigue en estudios (Friedman, et al., 2018).

En este sentido la proteccion de los hepatocitos es de vital importancia para tratar
variedades de enfermedades hepaticas ya sean agudas o crdnicas, y la busqueda de un
farmaco apropiado con un fuerte efecto protector contra los dafios de los hepatocitos es

un punto clave en el tratamiento de estas enfermedades. (Tang, et al., 2017)

El estudio de alternativas para el tratamiento de lesiones hepaticas sigue en aumento,
dado que la mayoria de los farmacos han causado efectos secundarios como vomito o
nauseas por lo que la busqueda de una alternativa es de suma importancia para el

tratamiento de danos en el higado.

3.4.Modelos de investigacion del dafio hepatico

Existen diversos modelos para el estudio del dafio hepatico, desde modelos celulares
empleados en el estudio de las vias intracelulares mediante plaqueo de células estrelladas
hepaticas donde se observa el proceso de activacion celular que ocurre en la fibrosis,
creando asi modelos in vitro para estudiar la biologia y la terapia de la enfermedad
hepatica , estos modelos, llamados 3D, son utilizados también para recapitular aspectos
de la estructura del higado y facilitar la investigacion principalmente de la regeneracion,
funciones de células progenitoras y efectos potenciales de farmacos (Campana & Iredale,
2017).
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Un modelo animal que se ha desarrollado en los ultimos afios para varias enfermedades
y proporcionar informacién de proceso fisiopatoldgicos es el pez cebra ya que se ha visto
que los procesos bioldgicos y las vias de sefializacion que se observan en rata y raton se
recapitulan en el pez cebra, este modelo se ha utilizado para evaluar la regeneracion de
higado inducida por hepatectomia parcial quirdrgica, la lesién hepatica inducida por

farmacos y la ablacion de hepatocitos por nitroreductosa (Forbes & Newsome, 2016).

También los estudios de hepatoproteccion, como de diversos grados de dafo hepatico,
son realizadas tanto en ratas como en ratones, se emplea la intoxicacion por tetracloruro
de carbono (CCls) por ser el mejor caracterizado ya que produce la induccidén de apoptosis
y necrosis de los hepatocitos con inflamacién asociada asi como la activacion de las
células madre hematopoyéticas y el posterior desarrollo de fibrosis, dependiendo de la
duraciéon del tratamiento se puede inducir fibrosis (4 semanas), cirrosis (8 semanas) o
cirrosis micro nodular avanzada (12 semanas). La enfermedad de higado graso se puede
inducir por un régimen dietético. La ligadura de los conductos biliares (BDL) se utiliza en
la recapitulaciéon de lesion hepatica colestasica, tanto BDL como CCls se han usado para
estudiar la regresion de la fibrosis, estos dos modelos y el dietético se pueden aplicar
también en ratones knockout (KO) transgénicos (Campana & Iredale, 2017). Ademas de
estos modelos Adeyemi y colaboradores (2014), realizaron un estudio de proteccion del
higado a agentes toxicos, donde se estudi6 el dafio hepatico producido por diabetes, la

cual se indujo mediante estreptozotocina (STZ).

La deshalogenacion reductora del CCls catalizada por el citocromo P-450 en el reticulo
endoplasmatico de las células hepaticas, evocan una cascada de mecanismos
secundarios responsables de la alteracién de la membrana plasmatica y eventos de
muerte celular (Otrubova, et al., 2018). El CCls es una de las toxinas utilizadas para la
induccién experimental de dafio hepatico en animales de laboratorio aceptando que la
hepatotoxicidad de CCls4 forma radicales inestables de triclorometilo (CCls) y triclorometilo
peroxido (CClsOz2) las cuales son capaces de unirse a proteinas o lipidos, o de quitar un

atomo de hidrégeno de un lipido insaturado, iniciando la peroxidacion lipidica y dafio
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hepatico, mostrando aumento de la actividad de ALT y AST en plasma indicando que la
membrana plasmatica sufrié de un dafio hecho principalmente por la peroxidacién lipidica

en el sistema de oxidacion del citocromo (Chen & Will, 2013; Otrubova, et al., 2018).

3.5.Plantas como alternativas terapéuticas

El uso de productos naturales como medicamentos para aliviar y tratar enfermedades,
data de aproximadamente 60 000 afios (Yuan, et al., 2016), entre esto productos naturales,
las plantas han sido un recurso indispensable en la curacion para comunidades locales
del mundo, su relevancia es tanta que actualmente el 85% de la poblacion depende de su
uso para la atencién primaria de la salud (Escandon-Rivera, Mata & Andrade-Cetto, 2020).
Durante mas de 100 afos, los investigadores han explorado la flora medicinal desde un
punto etnobotanico, antropolégico, quimico, farmacolégico y biotecnoldgico en unos pocos
casos se han llevado a cabo algunas investigaciones clinicas (Mata, et al., 2019). La
Organizaciéon Mundial de la Salud ha enumerado un total de 21 000 plantas con fines
medicinales, las cuales gracias a sus metabolitos secundarios pueden afectar la

sefalizacion celular o proteger contra estrés oxidativo o luz UV (Anand, et al., 2019).

La medicina tradicional, se utiliza para el tratamiento de diversas enfermedades mediante
plantas con actividad biolégica importante, tal es el caso de la Dicranostigma leptopodum
(Maximo) esta hierba tradicional china, se ha utilizado para atenuar el efecto antioxidante
y propiciar un efecto hepatoprotector al elevar los niveles de enzimas hepaticas que
incluyen a SOD, CAT y GPx (Tang, et al., 2017). Los extractos de plantas como la Ligularia
fischeri (Ledeb.) Turcz. se considera una planta con un potencial antioxidante vy
hepatoprotector, utilizada como alternativa para prevenir enfermedades incluida la lesion
hepatica y la prevencion del dafio hepatico alcohdlico (Kim, et al., 2016) Dicranopteris
linearis (Burm. F.) Underw. var. linearis conocida como Resam por los malayos (Zakaria,
et al., 2019) o helecho bifurcado del Viejo Mundo, Hibiscus sabdariffa L. (Adeyemi, et al.,
2014), el extracto hidroalcohdlico del berro (Sadeghi, et al., 2019), se han estudiado,

determinando que ejercen un efecto hepatoprotector atenuando y mejorando los dafios
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inducidos quimicamente. Las hojas de oliva se han utilizado en terapias convencionales
por sus compuestos antioxidantes y fendlicos han mostrado que la lesidén renal, cardiaca

y haptica causada por estrés oxidativo disminuy6 (Abugomaa & Elbadawy, 2020).

Otra planta que ha tomado importancia en los ultimos afos por su relevancia terapéutica
es la Moringa oleifera Lam., que ha mostrado tener un efecto hepatoprotector en la
inhibicion de la hepatotoxicidad inducida por CoClz (Khalil, et al., 2020) ademas la
cianobacteria espirulina mostro la reduccién de efectos téxicos aumentando los niveles de
glutatién, superoxido dismutasa en tejido hepatico (ElI-Boghdady, Kamel & EI-Shamy
2020).

México tiene una gran riqueza natural, ya que contiene del 10 al 20% de la biodiversidad
mundial, ocupando el cuarto lugar en variedad de plantas vasculares, con cerca de 31 000
especies diferentes, de las cuales mas de 3 350 forman parte de la flora medicinal, siendo
consideradas como medicinas complementarias y/o alternativas para el tratamiento de
diversos trastornos, empleando las semillas, las hojas, tallos, frutos y raices de diversas
especies como Swietenia humilis Zucc., Hintonia latiflora (DC.) Bullock, Hintonia
standleyana Bullock y la Salvia circinata Cav. (Mata, et al., 2019), Psacalium
decompositum (A. Gray), Medicago sativa L., Allium sativum L. (Hernandez, Segura-
Cobos, & Lopez-Sanchez, 2016), Phlebodium aureum (L.) J. Sm., Ginkgo biloba L.,
Rosmarinus officinalis L., Panax ginseng C.A. Mey., Allium cepa L., Capsicum annuum L.,
Berberis aquifolium Pursh y Aloe vera (L.) Burm. F. (Males et al., 2019) han sido estudiadas
por sus actividades antiinflamatorias, antioxidantes, antidiabéticas o hipoglucémicas, asi

como tratar otras enfermedades como las cardiovasculares y enfermedades del higado.
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3.6. Sechium edule (Jacq.) Sw.

En México la familia Cucurbitaceae, representa a las plantas mas importantes por sus
cualidades alimenticias (Newstrom, 1991), dentro de ella se encuentra el género Sechium
P. Browne, comunmente llamado “chayote” término moderno modificado de los vocablos
nahuatl “huitz” y “ayotl” que significan calabaza espinosa. Es una especie vegetal
neotropical endémica de México (Lira, 1996; Cadena, 2005), que fue usada desde tiempo
precolombinos (Cook, 1901). Su mayor diversidad reside en Mesoamérica,
particularmente en México debido a que tiene diferentes especies y variedades, semi

domesticadas y silvestres (Hernandez, 1985; Rzedowski, 1993, IAiguez-Luna, et al., 2021).

Durante muchos afos, se asumié que Sechium P. Browne, era un género monotipico,
cuya unica especie era Sechium edule. Actualmente del género Sechium P. Brown se
describen diez especies (Lira, 1996; Cadena-lhiguez et al., 2007) de las cuales en México
estan presentes tres: Sechium chinantlense, Sechium compositum y Sechium edule, esta
ultima especie contiene 12 grupos varietales debido a la variacion intraespecifica que
presenta, las cuales son: nigrum levis, albus levis, albus dulcis, nigrum conus, albus minor,
nigrum minor, amarus sylvestris, nigrum maxima, nigrum xalapensis, virens levis, nigrum
spinosum, y albus spinosum (lfiguez-Luna, et al., 2021). De la diversidad biolégica
anterior, los frutos de plantas silvestres sobresalen por su sabor amargo, mientras que en
las variantes domesticadas muestran un sabor neutro a ligeramente dulce (Lira et al,,
1999).
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Figura 4. Variedades del género Sechium P. Brown. Tomada de Avendafio-Arrazate, et al., 2017.

El chayote (Sechium edule (Jacq.) Swartz) (Cucurbitaceae) es una hortaliza distribuida
principalmente en las regiones tropicales y subtropicales de Mesoameérica y el Caribe, sin
embargo, los grupos varietales (Figura 5) de Sechium edule con mayor distribucion
geografica son: nigrum spinosum (negro espinoso) y virens levis (verde suave), atribuidos
a los tipos biolégicos de mayor importancia econdmica (Gonzalez-Santos, et al., 2017). La
planta Sechium edule crece en muchas regiones del mundo preferentemente entre 800 y
1 800 m de altitud. En algunas regiones hay variantes adaptadas para el cultivo a nivel del
mar usadas para el tratamiento de varios dafios. (Stuart, 2014). Las especies de Sechium
edule, presentan una amplia variacién en forma y color de frutos, de los cuales se conocen
solo en mercados locales, (Vieira, et al., 2019). Tradicionalmente se utiliza el jugo de las
hojas de la planta de Sechium edule, usada para el tratamiento de varias enfermedades
renales o del higado. (Sarkar & Dey, 2016), la decoccién de sus hojas y frutos han

mostrado un efecto diurético o para resolver calculos renales (Loizzo et al., 2016).
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Figura 5. Variedades de Sechium edule. A)Virens levis; B)Nigrum Xalapensis; C) Nigrum spinosum;
D)Nigrum levis; E)Wild relative; F)Albus minor; G)Albus dulcis H) Albus levis. Tomada de Cadena, et al.,
2011.

En general las partes de la planta son comestibles y, desde la época precolombina, sus
raices, brotes y frutos tuberosos se consumen ampliamente en lo que hoy es México y
Guatemala, mientras que sus hojas se utilizan como forraje. Se pueden consumir crudos
en ensalada, en escabeche, hervidos o en gelatina. En estado crudo, la pulpa de la fruta
tiene una textura firme y crujiente, pero después de la coccidn, la pulpa tiene una textura
suave delicada. La estructura quimica es responsable de las actividades beneficiosas que
presentan los polisacaridos (Shiga, et al.,2015). En este sentido, frutos y semillas de
Sechium edule Jacq. Swartz (chayote), son ricos en acido aspartico, acido glutamico,
alanina, prolina, serina, tirosina, treonina y valina; vitaminas como la tiamina, riboflavina,
niacina, vitamina A y acido ascérbico y los minerales calcio, fosforo, hierro, nitrégeno,
cobre, zinc, manganeso y potasio (Cadena et al., 2007). Estudios fitoquimicos han
revelado la presencia de esteroles, alcaloides no fendlicos, triterpenos como

cucurbitacinas E, | y B, y saponinas. Asi como, flavonoides, incluyendo naringenina,
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apigenina, floretina, florizidina, tres C-glicosilflavonas y cinco O-Glucosil flavonas, y acidos
fendlicos (Aguifiga et al., 2017), muchos de ellos asociados a la reduccion de glucosa en
sangre y como antioxidantes (Nelson-Dooley et al., 2005; Rosado-Pérez et al., 2018).
Sechium edule es una planta cuyos frutos son ampliamente utilizados con propoésitos
curativos en nuestro pais y a nivel mundial, farmacoldégicamente se ha reportado que
posee efecto antioxidante, antinflamatorio, hipoglucemiante, hipotensivo, cardioprotector,
antidiabético, asi como inhibidor de la lipogénesis (Firdous et al., 2012; Mumtaz et al.,
2012; Maity et al., 2013; Neeraja et al., 2015).

Vieira y colaboradores (2019), realizaron una investigacion de sus efectos reportando una
relacion inversa entre el consumo de chayote y la prevalencia de enfermedades crénicas
dependientes de sus compuestos bioactivos informando que puede ejercer efectos
antibacterianos, antioxidantes, antihipertensivo y antiepiléptico, asi como propiedades anti
cardiovasculares ejercidas por los flavonoides de los brotes de chayote que disminuye
lipidos séricos, colesterol, previniendo la aterosclerosis y la acumulacién de grasas en el
higado con la modulacién del metabolismo de los lipidos hepaticos, ademas sus raices
contienen éster metilico de acido cinamico, acido camarico y vitexina, los cuales exhibieron

actividad antihipertensiva.

La actividad cardioprotectora del extracto etandlico de fruta también se determind en
modelos animales, alreducir significativamente los niveles séricos de varias enzimas
(AST, ALT, ALP, LDH, CK), colesterol total ,triglicéridos y colesterol LDL, ademas de
propiedades antidiabéticas y anti obesidad, ademas de antioxidantes, donde indica que la
dieta que contenga compuestos antioxidantes pueden proteger al cuerpo humano de los
radicales libres y retardar el progreso de enfermedades cronicas, en este sentido tanto las
hojas como las semillas exhiben una fuerte actividad antioxidante, el acido galico, acido
cafeico y la isoquercetina se identificaron como los constituyentes antioxidantes mas
activos en el extracto de acetato de etilo de pulpa seca de chayote, en el caso de las
propiedades antinflamatorias se atribuyen a los polisacaridos bioactivo representados

principalmente por arabinosa y homogalacturonanos modulando las funciones de los
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macrofagos (Neeraja, Debnath & Firdous 2015). En el caso de las propiedades
hepatoprotectoras la administracién oral de extractos metandlico han mostrado una
actividad hepatoprotectora en un modelo inducido por CCls, donde se mostré una
reduccion en los niveles de enzimas como AST, ALT y ALP, asi como bilirrubina y
peroxidacion de lipidos hepaticos y un aumento de antioxidantes como GSH, CAT, SOD y

proteina total segun la dosis (Firdous, et al., 2012)

3.7.Hibridos de Sechium edule

Los hibridos de plantas se han realizado principalmente para generar variedades e
hibridos que satisfagan las necesidades del mercado y consumidor, principalmente
comerciales (Savchenko, 2017), en particular en el chayote, se han generado hibridos y
ademas se ha manteniendo y conservando la diversidad genética en México (tabla 1), asi
la hibridaciéon inducida entre especies es utilizada cada vez con mas frecuencia. Los
propdésitos son diversos, tales como aumentar el crecimiento y la supervivencia a través
de la heterosis, obtener ejemplares fisicamente mas atractivos, o producir ejemplares
estériles y/o resistentes a enfermedades consiguiendo hibridos interespecificos (Cadena
et al., 2013).
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ACCESION Grupo DISTINCION TIPO SABOR

631-12 Sechium edule Perla Negra Variedad Amargo
632-12 Sechium compositum Malpaso Ecotipo Amargo
633-12 S. compositum Malpaso X nigrum maxima H-633-12 Hibrido Amargo
S. compositum Talisman X S. edule nigrum o
635-12 spinosum H-635-12 Hibrido Amargo
636-12 Sechium chinantlense El Gavilan Ecotipo Amargo
Sechium edule Madre negra Negra X S. edule s
639-12 virens fevie 290 639-12-H-D Hibrido Amargo
640-12 S. edule virens levis 290 290-Amargo Variedad Amargo
641-12 S. edule nigrum xa!?qpe;ngs X 8. edule Madre H-641-12 Hibrido Amargo
642-12 Sechium edule: ggﬁfgﬁ.g-aﬂr y Padre de Madre negra Variedad Amargo
Sechium compositum X Sechium edule nigrum 1 P
xalapensis H-D-Victor Hibrido
643-13 Sechium edule: nigrum spinosum CHOCO-2012 Variedad Amargo
H-387 S. edule Madre negrg éf] S. edule virens levis H-387 Hibrido Amargo

Tabla 1. Genotipos del género Sechium obtenidas por mejoramiento genético, resaltando la cruza de

Sechium compositum con Sechium edule var. nigrum Xalapensis. Tomada de Cadena, et al., 2013.

El Grupo Interdisciplinario de Investigacion en Sechium edule en México (GISeM), ha
identificado genotipos amargos de Sechium edule tal es el caso de Amargo 290,el hibrido
HD-Victor y H387 07 entre otros (Tabla 1), este ultimo ha mostrado que ejerce una
actividad anti-proliferativa sobre células tumorales in vitro en concentraciones mil veces
menor que el extracto de Sechium edule “su progenitor” (Aguifiiga et al., 2015), mientras
que in vivo, los extracto del hibrido via intraperitoneal muestran baja toxicidad en ratones
sanos, ademas de reducir los niveles de glucosa, estrés oxidativo y citocinas inflamatorias

(Aguiniga, 2017). HD-Victor es un hibrido generado a partir de dos variedades diferentes
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de Sechium, es decir fue obtenido de la cruza de Sechium compositum y Sechium edule
variedad nigrum xalapensis obteniendo un espécimen amargo. Gémez (2019) report6 que
extractos del Hibrido HD- Victor presentan flavonoides, cucurbitacinas y acidos fendlicos
en mayor medida que la variedad nigrum spinosum. Ademas, de manera preliminar en un
modelo de raton con lesion hepatica encontré una reduccion en las enzimas hepaticas, sin

presentar alteraciones hematologicas o morfométricas en los higados.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente las enfermedades del higado van en aumento y gran parte de estas son las
asociadas a comorbilidades como el sindrome metabdlico o a alguno de sus componentes,
en el caso de la enfermedad de higado graso no alcohdlico su prevalencia es del 6-35% a
nivel mundial, en México el estudio mas reciente (2016) reportd una prevalencia de
esteatosis hepatica del 49.19%. El tratamiento para las lesiones hepaticas es mediante
farmacos pero muestran reacciones adversas como lo son nauseas, hiperuricemia,
laxante en dosis altos, dolores abdominales, dolores estomacales, toxicidad aguda y
diarrea, por lo que se buscan alternativas naturales que puedan ayudar al higado a
eliminar los radicales libres producidos por niveles altos de estrés oxidativo, por lo cual se
recomienda el consumo de alimentos ricos en antioxidantes ya que entre estos podemos
encontrar flavonoides, taninos y carotenoides, los cuales actuan sobre las especies
reactivas del oxigeno. Se ha demostrado que los compuestos fenolicos pueden proteger
al higado del efecto de estas especies reactivas de oxigeno (ROS), incluso que frutos de
Sechium edule tienen actividad hepatoprotectora. Sin embargo, ademas de los 12 grupos
varietales conocidos, GISeM ha desarrollado hibridos como el HD-Victor, el cual de
manera preliminar ha mostrado ejercer un efecto hepatoprotector, sin embargo, el efecto
hepatoprotector del hibrido HD-Victor no ha sido confirmado asi como la capacidad
antioxidante en un modelo de dafo hepatico inducido por CCls, tema central de esta

investigacion.
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5. JUSTIFICACION

El dafo hepatico es uno de los problemas de salud con mayor relevancia médica, ya que
el dafio ocasionado por los radicales libres afecta principalmente a este érgano,
provocando enfermedades cronicas como higado graso, y que puede desencadenar en
cirrosis o cancer de higado, sin embargo, algunos productos naturales como los frutos de
Sechium edule (chayote) han mostrado que presenta efecto hepatoprotector, por lo que al
analizar el hibrido amargo HD-Victor, en el que se postula que potencia sus propiedades
farmacoldgicas, se espera que presente un mejor efecto y con ello plantear una alternativa

terapéutica para el tratamiento del dafo hepatico.
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6. HIPOTESIS

Se ha demostrado que extractos de Sechium edule reducen la hepatotdxicidad en
roedores inducida con CCls reduciendo los niveles de enzimas hepaticas. El género
Sechium presenta variantes genéticas que no han sido analizadas, entre ellos hibrido HD-
Victor que se espera eleven los niveles de enzimas hepaticas en ratones tratados con

CCL4 y contrarresten los niveles altos de estrés oxidativo e induzcan hepatoproteccion.
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7. OBJETIVO

Evaluar el efecto hepatoprotector y antioxidante del extracto metandlico del hibrido de
Sechium HD-Victor.

7.1.0Objetivos particulares
. Evaluar el efecto hepatoprotector del extracto metandélico del hibrido HD-Victor en
un modelo de dafio hepatico con tetracloruro de carbono en ratones mediante analisis de
enzimas hepaticas
. Evaluar parametros bioquimicos (urea, creatinina, glucosa, acido urico, albumina,
AST, ALT y ALP) en ratones con dafio hepatico inducido por CCls tratados con diferentes

dosis de HD-Victor.

. Evaluar la capacidad antioxidante del extracto metandlico de HD-Victor en tejido

hepatico del modelo de dafo.
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8. MATERIAL Y METODO

8.1.Material bioldgico

Se uso el extracto metanodlico de frutos del hibrido de Sechium HD-Victor el cual se

mantuvo a temperatura ambiente hasta su uso.

8.2.Manejo de ratones

Se utilizaron ratones de la cepa CD-1 hembras de 2 a 3 meses de edad, proporcionados
por el bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, los cuales se mantuvieron
en un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas a temperatura promedio de 22°C, con agua estéril
y alimento estandar ad libitum. Los ensayos se realizaron bajo las pautas establecidas
para las metodologias de investigacion y evaluacion de la medicina tradicional (WHO,
2002) y la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 de especificaciones técnicas para

la produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio.

8.3. Tratamiento de ratones en un modelo de dafo hepatico

Se utilizaron ratones hembra de la cepa CD-1, las cuales se dividieron en 6 grupos (n= 6):
Basal (Sin tratamiento), Control (tratados con CCls), Vehiculo (CCls + PBS), Tratamientos
de HD-Victor (8, 50, 125 mg/kg + CCls) y acido galico (50mg/kg + CCls) como control de
hepatoproteccion. Previo a la induccion de dafio hepatico se trataron a los ratones con 7
dosis del extracto metandlico de HD-Victor y acido galico diluido en PBS cada 48 horas,

via gastrica, al dia siguiente de la séptima dosis se indujo el dafio hepatico con CCl4 al
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10% diluido en aceite de oliva por diez dias cada 24 horas sin interrumpir el tratamiento

con el esquema previo.

Al término del tratamiento y 24 horas después de la ultima dosis, los ratones fueron
puestos en ayunas y se pesaron. Posteriormente fueron anestesiados con pentobarbital
sodico al 10% (PISA, México) via intraperitoneal. Una vez sedados los ratones, se extrajo
la sangre mediante plexo axilar y se recolecto en tubos vacutainer con gel de separacion
(BD, USA) ademas se obtuvieron los higados por diseccion y se pesaron para determinar
el indice hepatico en relacion peso del higado/peso del raton obtenido antes de

sacrificarlos multiplicado por 100.

8.4.Evaluacion de parametros bioquimicos

Las muestras de sangre extraida en los tubos vacutainer se centrifugaron a 2000 rpm
durante 10 minutos, del sobrenadante se tomaron 3uL para los analisis de urea, 25 uL
creatinina, 3pl glucosa, 5ul acido urico, 2 yL albumina, 25 yL AST, 25 yL ALT y 4 yL ALP.
La evaluacion de cada parametro se realiz6 mediante lo establecido por los estuches de
Randox Laboratorios Ltd, UK, de acuerdo al parametro, posteriormente fueron leidos en
un espectrofotdmetro (Shimadzu UV-1600 Serie) y un analizador automatico de

bioquimica (Hitachi 912, Boehringer Mannheim, Germany)

8.5.Evaluacion de enzima antioxidante CAT

Se tomaron 5 gramos de higado y se adiciono 20 pl de buffer de lisis (T-PER) frio que
contenia inhibidores de proteasas (DTT o TTP y PMSF) en relaciéon 1:2 con el cual se
macero hasta homogenizar, posteriormente se centrifugo a 2000 rpm por 5 minutos y se

tomo el sobrenadante para determinar el nivel de la enzima antioxidante catalasas (CAT),
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para lo cual previamente se prepard una “Solucion de trabajo” con una mezcla de fosfato
de sodio dibasico y monobasico (pH 7.0) y 85 pL de H202. Posteriormente, se tomaron 10
gl de cada muestra (basal, vehiculo, CCls, HD-Victor 8, 50 y 125 mg/kg y acido galico) y
se colocaron por triplicado en una placa para UV de 96 pozos, adicionando 190 ul de
solucion de trabajo. La medicibn de la enzima catalasa se evaluo por un método
espectrofotométrico al medir las absorbancias a los tiempos de reaccién del peréxido con
las muestras en tiempos de 0, 20, 40, 60 y 80 segundos. Finalmente se calcul6 la delta de
las absorbancias (Absorbancia inicial — Absorbancia final) y se determinaron los niveles

de catalasa mediante la expresion:

UCAT  [((AAbs)
0.0394

19 de proteing ) (1000) /ug de proteina

8.6. Cuantificacion de proteinas

Para la evaluacion de la catalasa, primero se realizé6 una curva patron tomando como
control a la albumina de suero bovino (BSA) en concentracién de 2, 4, 8, 16, 43 y 64 ug/mL,
40 uL del reactivo de Bradford y aforando a 200 ul con agua milliQ, se cubri6 de la luz y
se dej6 en agitacion 5 minutos para luego leer la absorbancia a 595 nm en un
espectrofotometro. Se promediaron las absorbancias y se obtuvo la ecuacion general

mediante la expresion:

y=mx+b

Posteriormente se realizd la cuantificacion de proteinas que se encontraban en el tejido,

para lo cual se tomaron las muestras del sobrenadante previamente obtenido de la
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maceracion del tejido hepatico y se diluyeron al 10% con PBS. Posteriormente se
colocaron 2 pL de muestra diluida, 158 uL de agua milliQ y finalmente 40 uL del reactivo
de Bradford, se dejé en agitacidon constante por 5 minutos y se leyd en un
espectrofotdmetro a 595 nm. Con los datos obtenidos se calculd la concentracién de
proteinas mediante la ecuacion:

y = 0.002x + 0.1334

8.7.Andlisis estadistico
Se determinaron las medias de los datos y su desviacion estandar y se realizd una

comparacion de medias por ANOVA con un nivel de confianza del 95% y una prueba de

Tukey.
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9. RESULTADOS

Después del tratamiento y de la induccion del dafio hepatico se analizaron los parametros
bioquimicos: glucosa, albumina, creatinina, urea y acido urico en el suero de los ratones.
En el caso de la glucosa entre el raton sano y el ratdn control con CCls no hay diferencia
significativa, pero si entre el basal y los tratamientos 50 y 125 mg/kg de HD-Victor y acido
galico; entre los grupos de tratamiento y el grupo control CCls tampoco se muestra una
diferencia significativa, finalmente solo el acido galico mostro diferencia con respecto al
control sano (Tabla 2). Lo que sugiere que el tratamiento de HD-Victor no altera los niveles

de glucosa en los ratones con dafio hepatico inducido.

En el caso de la urea y la creatinina todos los tratamientos muestran el mismo

comportamiento, sin presentarse alteraciones en estos parametros (Tabla 2).

Los niveles de la albumina entre los ratones sanos no muestran diferencia significativa
comparado con los ratone control con CCls, ni con los tratamientos con extractos, pero si
con el acido galico. Entre los tratamientos administrados con CCls4, el unico que mostro
diferencia significativa fue el acido galico, y por ultimo, la administracion de acido galico
mostro diferencias respecto a todos los tratamientos al estar en mayor medida. Esto
sugiere que tratamiento con HD-Victor puede reducir el efecto del dano, al tener los niveles

semejantes a los ratones sanos (Tabla 2).

Los niveles de acido urico de los ratones sanos no son diferentes a los ratones control con
CCl4, mientras que el acido galico si es diferente a los ratones control CCls, pero no
muestra diferencias con los demas tratamientos. El acido galico se muestra diferente a
todos los tratamientos a excepcion del grupo HD-Victor 125 mg/kg, al tener niveles mas
altos que los demas, por lo que el tratamiento con el extracto de HD-Victor reduce los

niveles de acido urico manteniéndolos parecidos al grupo sano (Tabla 2).
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Tabla 2. Resultados de los andlisis bioquimicos medidos en suero de ratdon, datos expresados como media * error estandar, *diferencia
significativa respecto al grupo basal, 2 diferencia significativa respecto al control CCl4 y * diferencia significativa respecto al acido galico.
(Tukey p<0.05).

Tratados con CCl4

Variables
/dL) Basal - - - -
(mg Vehiculo HD-Victor | HD-Victor HD-Victor . .
CCl4 Acido galico
(PBS) 8mg/kg 50mg/kg 125mg/kg
GLUCOSA 136.2 +5.014* | 112 +8.276* | 103.8 +2.818* | 110 + 5.540* 86.5 + 5.560* | 102.8 + 6.537* | 106.4 + 9.405*
UREA 74.325+4.012|74.6 £ 5.1739 | 83.033+7.778 | 74.025 £ 5.593 | 69.15+1.25 76-1 £ 1 702+11
CREATININA | 0.58+0.419 |0.706 +0.118 | 0.566 + 0.014 | 0.587 £0.045 | 0.575+0.015 0.57 +0.07 0.62 +0.015
ALBUMINA 3.99+0.268 |3.683+0.152| 4.016 £0.217 | 3.777 £ 0.081* | 3.865 + 0.105* | 3.63 £ 0.39* |5.425 + 0.0155*2
ACIDO 3.47 £ 0.336* | 3.14 £+ 0.193* | 4.033 + 0.225* 1.79 £ 0.44* |2.865+0.515%*| 4.845 + 0.025 8.39 + 2.6*A
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Ademas de los analisis bioquimicos se evalué el indice hepatico para detectar alteraciones
en el higado de acuerdo con la proporcion entre el peso del higado y el peso del raton.
Los ratones sanos fueron diferentes a los ratones control CCls, y sin diferencias entre los
ratones control CCls y los tratamientos restantes, ni los ratones tratados con acido galico
mostraron ser diferente a ninguno de los tratamientos, sugiriendo que la administracion de

HD-Victor no altera el higado al mostrar valores parecidos al grupo sano o basal (Figura

6).
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Figura 6. indice Hepatico, representado con la media + error estandar. * Diferencia significativa respecto al
grupo basal, 2 diferencia significativa respecto al control de CCls y *diferencia significativa respecto al acido

galico (Tukey p<0.05).



También se realiz6 la evaluacidn de enzimas hepaticas, las cuales son evaluadas para
determinar el dafio de hepatocitos y del higado. La AST en los ratones sanos (basales)
fue de 342 U/L y mas de 600 U/L en los ratones control CCls y CCls-vehiculo como
evidencia del dafo inducido. El acido galico, a pesar de la administracion de CCL4, lo
reduce a no mas de 130 U/L. El tratamiento HD-Victor 8mg/kg tiene niveles similares a los
basales de AST, mientras que los tratamientos de 50 y 125 mg/Kg aunque con niveles

mas bajos que el vehiculo, no son significativamente diferentes.

AST
800 *
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+
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+
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basal control Vehiculo HD-Victor 8 HD-Victor 50 HD-Victor 125 Acido galico
| (PBS) |

| |
Tratamientos (mg/mL) + CCl4

U/L
o o o o

Figura 7. Niveles de aspartato transaminasa (AST) medidos en suero de ratén después del tratamiento,
Datos expresados como media + error estandar. *Diferencia significativa respecto a control sano,
A Diferencia significativa respecto a control CCls y * Diferencia significativa respecto al acido galico (Tukey
p<0.05).
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Los niveles de la enzima ALT en grupo basal es en promedio de 120 U/L, en ratones
tratados con solo CCls o CCls-vehiculo asciende a mas de 720 U/L, mientras que todos
los tratamientos con HD-Victor o acido galico reducen los niveles de ALT pero no son
diferentes significativamente a al control y vehiculo. Esto sugiere que los tratamientos con
el extracto HD-Victor disminuyen el dafio provocado por el CCls, asemejando el efecto del

acido galico, aunque sin llegar a los valores del control basal (Figura 8).
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1000 . x4
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basal control Vehiculo  HD-Victor 8 HD-Victor 50 HD-Victor Acido galico
(PBS) 125

Tratamientos (mg/mL) + CCl,

Figura 8. Niveles de alanina aminotransferasa (ALT) medidos en suero de ratén después del tratamiento,
Datos expresados como media + error estandar. *Diferencia significativa respecto a control sano, 2
Diferencia significativa respecto a control CCls y * Diferencia significativa respecto al acido galico (Tukey
p<0.05).
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En el caso de la ALP, los ratones sanos tienen niveles de 51 U/L, mientras que CCls o
CCls-vehiculo mas de 112 U/L. Interesantemente, a pesar de la administracién de CClg, la
adicion de HD-Victor, se encuentran niveles por debajo de 78 U/L, en incluso, 8y 125
mg/kg de HD-Victor o acido galico tienen niveles similares a los del grupo basal. Esto
puede indicar que los grupos tratados con el extracto pueden disminuir los niveles de ALP,

atenuando el dafio inducido (Figura 9).

ALP
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basal control Vehiculo HD-Victor 8 HD-Victor 50 HD-Victor Acido gélico
(PBS) 125

Tratamientos (mg/mL) + CCl,

Figura 9. Niveles de fosfatasa alcalina (ALP) medidos en suero de ratéon después del tratamiento. Datos
expresados como media + error estandar. *Diferencia significativa respecto a control sano, 2 Diferencia

significativa respecto a control CCls y * Diferencia significativa respecto al acido galico (Tukey p<0.05).
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Finalmente se midi6é la actividad de la catalasa. El basal tenia 35 U Catalasa/pg de
proteina, CCls y CCls-vehiculo bajoé a niveles menores a 18 U, y las concentraciones de
HD-Victor tienden a subir los niveles, aunque sélo HD-Victor 125 sube los niveles hasta
34 U, similar al acido galico que es de 30 U. Lo que podria indicar que el extracto del
hibrido puede aumentar los niveles de antioxidantes como es la catalasa, este aumento

parece ser dependente de la dosis (Figura 10).
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Figura 10. Niveles de catalasa (CAT) medidos en tejido hepatico después del tratamiento. Datos expresados
como media + error estandar. *Diferencia significativa respecto a control sano, 2 Diferencia significativa

respecto a control CCls y *Diferencia significativa respecto al acido galico (Tukey p<0.05).
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10. DISCUSION

El higado realiza varias funciones fundamentales, incluida la sintesis de proteinas, la
homeostasis de la glucosa y la desintoxicacidén, sin embargo, cuando el higado esta
expuesto a niveles altos de toxinas ambientales, puede ocurrir una disfuncion metabdlica,
que varia desde la elevacion de la concentracion transitoria de las enzimas hepaticas
hasta la cirrosis hepatica, evolucionando incluso a un carcinoma hepatocelular. El dafio
hepatico inducido por CCl4, el cual provoca dafio mediado por el estrés oxidativo ha sido
aceptado como una de las principales herramientas de estudio para evaluar factores

hepatoprotectores (Lee et al.,2019).

El CCl4, es utilizado en modelos murinos para estudios de hepatotoxicidad o dafio renal lo
que conlleva al aumento de marcadores como AST, ALT y ALP (El-Haskoury, et al., 2018),
siendo la medicion sérica de las primeras dos enzimas el estandar clinico para la
evaluacién del dafio hepatico, indicando una lesion a los hepatocitos que dara lugar a la
liberacion de estas enzimas en la sangre (Lehmann-Werman, et al., 2018). Se ha visto que
en estudios de dano hepatico inducido por CCls, los niveles de dichas enzimas tienen un
aumento significativo en los grupos inducidos con el tetracloruro de carbono en
comparacion a ratones sanos (El-Haskoury, et al., 2018; Perazzoli, et al., 2017; Feng, et
al., 2018), lo cual concuerda con los resultados obtenidos en el presente estudio, dado
que las enzimas ALT, AST y ALP aumentaron sus niveles confirmando de esta manera el

dafio provocado por el CCls en los ratones utilizados.

Diversos recursos naturales han sido estudiados para el tratamiento de la hepatotoxicidad
como es el caso de la silimarina, la cual por su eficacia en el tratamiento de enfermedades
hepaticas se considera como un control en nuevos estudios como el realizado por Dutta y
colaboradores (2018), el acido galico (3,4,5-trihidroxibenzoico, GA) es un acido fendlico
natural (Perazzoli et al., 2017) y metabolito secundario presente en diversas frutas, que

principalmente por su actividad antioxidante se ha utilizado también como un control para

47



estudios de hepatoproteccion, ya que disminuye significativamente los niveles de enzimas
hepaticas (Ojeaburu & Oriakhi, 2021).

En este trabajo, el acido galico se usdé como control positivo por su actividad antioxidante
y hepatoprotectora de acuerdo a lo descrito por Rasool, y colaboradores (2010) y por
Jadon, Bhadauria, & Shukla (2007), nuestros resultados concuerdan en que las enzimas
AST ALT y ALP, disminuyeron en los grupos tratados con acido galico. En el caso de los
tratamientos con las diferentes dosis de HD-Victor mostraron que pueden proteger al
higado del dafio causado por este compuesto toxico al disminuir también los niveles de
las enzimas hepaticas, sin embargo en los resultados de AST y ALP, el tratamiento mas
efectivo fue el de 8 mg/mL del extracto de HD-Victor, esta dosis disminuyo los niveles de
dicha enzima aproximandose al nivel del grupo sano, el tratamiento con 125 mg/kg del
extracto administrado también disminuyo significativamente los niveles de ALP en los

ratones con dafio hepatico.

En el caso de la enzima ALT, la dosis mas exitosa fue la de 50mg/kg la cual se aproxima
al acido galico (control positivo), aunque todos los tratamientos disminuyen los valores con
respecto al control, estos resultados indican que el extracto metandlico de HD-Victor

puede ser eficaz para la proteccion del higado ante agentes téxicos como el CCla.

Entre los estudios de tratamiento con extractos naturales en un modelo de dafio hepatico
con CCls4, se encuentran estudios de proteccion al higado con arandanos en dosis de (100
y 200 mg/kg) (Liu et al., 2019) y con extracto del extracto del fruto de Forsythiae Fructus
(FSE) en concentraciones de 1y 2 g/Kg (Zhang, et al., 2018) en ambos casos se evaluaron
parametros hepaticos, en el primer estudio los niveles de AST disminuyeron
significativamente en ambas dosis siendo la mas alta la que mostro un mejor efecto,
mientras que en el segundo trabajo ambas dosis se asemejaron al control, en el caso de
la ALT, el primer trabajo a pesar de bajan considerablemente, no llegan a los niveles de
los ratones sanos, mientras que el extracto de FSE ambas dosis se aproximan a los

ratones sanos. En nuestro trabajo las concentraciones utilizadas fueron mas bajas que las
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usadas en los trabajos antes mencionados, destacando el efecto ejercido en las dosis de
8 mg/kg que en el caso de las enzimas AST y ALP se asemejan al grupo basal, y la dosis
de 125 mg/mL se aproxima a los niveles de los ratones sanos en el caso de ALT, por lo
tanto, el efecto hepatoprotector que se ejerce se da aun a menor dosis que en los estudios

las antes mencionados

Los antioxidantes intracelulares mas importantes del cuerpo humano son el superdxido
dismutasa (SOD), el glutation peroxidasa (GPX) y la catalasa. SOD cataliza la reaccién
en la que dos moléculas de oxigeno molecular (O27) y dos moléculas de H2 se convierte
en O2y H202 (Woith, et al,. (2017) este ultimo producto una especie mas estable pero que
a altas concentraciones es perjudicial para las células; a su vez, el CAT elimina el exceso
H202 generando agua. SOD y CAT, junto con GPx y GST, disminuyen durante el estrés
oxidativo (Hernandez-Aquino & Muriel, 2018; Shin, et al., 2018). La catalasa es una enzima
comun que se encuentra en todos los organismos y esta presente en los peroxisomas,
donde descompone dos moléculas de peréxido de hidrégeno (H202) en dos moléculas de
H20 y O2 (2H202 — 2H20 + Oz2). Tanto la catalasa como la GPX degradan el H20z2, la
primera se puede generar también en otros sitios de la célula, como las mitocondrias y el
citosol, y se considera fundamental para superar el estrés oxidativo intracelular (Shin, et
al., 2018). Los niveles mas altos de actividad de la catalasa se miden en el higado, los
rinones y los globulos rojos (Glorieux & Calderon, 2017). Nuestro trabajo incluyo la
evaluaciéon de dicha enzima antioxidante y su papel para eliminar radicales libres
generados de la peroxidacion lipidica, indicando que el grupo tratado con 125 mg/mL es
la que muestra mayor presencia de esta enzima, aumentando significativamente los

niveles en este grupo respecto al grupo CCla.

En un modelo con dafo hepatico la catalasa suele disminuir al generarse mayor cantidad
de ROS, la liberacién de radicales libres y el dafio celular que estas provocan, sin embargo
nuestros resultados muestran un aumento de la enzima en proporcion a la dosis
administrada, por lo tanto, la actividad antioxidante generada por parte del extracto de HD-

Victor, podria estar relacionada con la mejoria en los niveles de las enzimas hepaticas,
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que se encuentran disminuidas mostrando un efecto hepatoprotector en el modelo de dafio
hepatico inducido por CCls utilizado. En este sentido la dosis de 125 mg/mL es la que

muestra un mayor efecto antioxidante.

Es por esto que se sugiere que el mecanismo de accidn del genotipo amargo de Sechium
edule, HD-Victor, ayuda en la proteccion de érganos diana en este caso del higado ante
dafios que generan una lesion pero que pueden desencadenar en otras enfermedades
mas graves. Los compuestos fendlicos, particularmente los flavonoides que contiene
(Goémez, 2019) pueden reaccionar con las ROS y donar hidrégenos para hacerlas mas
estables, aumentando los antioxidantes como la catalasa, la cual reaccionara con el
peréxido de hidrogeno separandolo en moléculas menos dafinas como es agua y el
oxigeno, asi la célula podra mantener su estado sano sin llegar a apoptosis como lo harian
los hepatocitos cuando ocurre un dafo, ademas actuarian mediando la actividad de
enzimas hepaticas disminuyendo los niveles que se elevaron producidos por el dafio que
se pueda generar, disminuyendo asi el dafo y reestableciendo el funcionamiento de este

organo (Figura 11).
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Figura 11. Mecanismo de accion del extracto metandlico HD-Victor en un modelo de dafio hepatico.
Disminuyendo los radicales libres generados por el dafio al aumentar los niveles de catalasa y asi llevar a
cabo su reaccion enzimatica, ademas de disminuir las enzimas hepaticas como ALP, AST y ALT liberadas

al torrente sanguineo con el dafio, indicando un restablecimiento de sus funciones hepaticas.
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11. CONCLUSIONES

El extracto del hibrido de Sechium HD-Victor presenta efecto hepatoprotector, al disminuir
los niveles de enzimas hepaticas como lo son ALT, AST Y ALP, las cuales fueron elevadas
al inducir el dafo por tetracloruro de carbono, funcionando como indicadoras de dafo
hepatico, por lo que al bajar estos niveles nos muestra que puede ser un aliado en la
proteccion de dicho 6rgano, ademas los niveles de catalasa del tejido hepatico, se
encuentra con una mayor expresion en todos los tratamientos de HD-Victor, incluido el
acido galico y menos expresada tanto en el grupo CCls como en el vehiculo, al ser una
enzima antioxidante se mostré que efectivamente ejercia esa funcion, lo que puede
correlacionarse con la disminucion de las enzimas hepaticas y por lo tanto proteger al
higado de factores que puedan dafarlo, en este caso evitar la pérdida de hepatocitos por

apoptosis inducida por el tetracloruro de carbono.
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