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RESUMEN

La esteatosis 0 higado graso es una enfermedad en la que los hepatocitos acumulan grasa y
presentan resistencia a la insulina; estas condiciones desarrollan un ambiente prooxidante asociado a
un aumento en la concentracién de especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés
Reactive oxigen species) y lipidos oxidados como el malonaldehido (MDA) y a un ambiente
proinflamatorio, lo que lleva a la cirrosis o carcinoma hepatico. Esta enfermedad es consecuencia del
ambiente proesteatotico (inflamacidn y estrés oxidante sistémica de bajo grado, alta concentracién
sérica de glucosa y lipidos) generado durante el Sindrome Metabdlico inducido por distintas
patologias que se presentan simultdneamente como Obesidad, diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) y
dislipidemias.

El higado graso es una enfermedad multifactorial para la cual aln no existe un Gnico
tratamiento por lo que se requiere de una polifarmacia para su control. Los extractos de plantas son
una buena opcion terapéutica para ella, ya que, al estar conformadas por diferentes moléculas, pueden
actuar sobre los diferentes blancos terapéuticos responsables de las diferentes patologias que la
conforman. Se ha reportado que el extracto hidroalcohdlico de la raiz de Sechium edule, Chayote,
(rSe-HA) controla i) el ambiente proesteatotico (hipertrigliceridemia) en ratones obesos vy ii) evita el
dafo hepatico (efecto hepatoprotector) ya que no permite la acumulacién de triglicéridos en el higado,
la necrosis, inflamacion y fibrosis, inducida por la aplicacion crénica de ANGII en raton. Sin
embargo, aun se desconoce el modo de accion del rSe-HA, por lo tanto, para iniciar con estos estudios,
se plantedé la pregunta de investigacion que da origen al presente proyecto: (El extracto
hidroalcohdlico de la raiz de Sechium edule evita y revierte la esteatosis, inflamacion y estrés oxidante
en hepatocitos HepG2 disfuncionales? Para satisfacer este objetivo se colecto la raiz de S.edule en la
localidad de Cuautlapan perteneciente al municipio de Ixtaczoquitlan, Veracruz; de la cual se obtuvo
el extracto hidroalcoholico a través de un proceso de extraccion por maceracion que se empleé como
tratamiento. Se determiné una CE50= 0.20ug/ml tanto para el modelo preventivo (incubacion de las
células HepG2 con é&cido oleico + el tratamiento por 24h), como para el ii) modelo terapéutico
(induccidn de dafio con acido oleico por 24h, pasado ese tiempo, se retird el medio y se incubaron
por otras 24 h con el &cido oleico + Tratamiento. Al terminar los tiempos experimentales de ambos
modelos, se evalué su efecto sobre otros aspectos que caracterizan a la esteatosis como, la
esterificacion rSe-HA de triglicéridos (TGs), degradacion de lipidos, estado redox, la produccién de
citocinas proinflamatorias, la resistencia a la insulina (RI) y la produccién de lipidos oxidados. Los
resultados mostraron que la CEso [0.20 ug/ml] del rSe-HA evit6 y redujo la concentracion de TGs en
lisados de hepatocitos; aumento la lipolisis y estado redox observada a través de la concentracion de
glicerol y formazén; evitd la RI observada a través el consumo de glucosa; evitd la produccion de
TNFa e IL6 y bajo la concentracion de MDA. Estos resultados indican que el rSe-HA evitd y revirtio
la esteatosis, el estado pro-inflamatorio y pro-oxidante en hepatocitos HepG2 disfuncionales por
acido oleico. En conclusion, este trabajo abona informacion del extracto rSe-HA para contemplarlo
con un potencial uso para el control y prevencion de la esteatosis.



1. INTRODUCCION

1.1EI hepatocito y su funcién en el organismo (filtrador hematologico).

El higado a través de los hepatocitos realiza numerosas funciones vitales, incluida la
desintoxicacion de la sangre antes de que llegue al cerebro; simultineamente secreta e
internaliza decenas de proteinas, lipidos y carbohidratos, lo que ayuda a mantener el
equilibrio quimico en sangre. Ademas, se considera un reservorio energético al captar lipidos
y carbohidratos y también sintetiza bilis que ayuda a la digestion de los alimentos . Los
hepatocitos llegan a ser hasta el 80% de la poblacién celular total del volumen del higado

humano y estan intimamente asociados con la sangre arterial y venosal?l,

Debido a su funcidn como filtrador, alrededor de un 12% del volumen total sanguineo
reside dentro de €l, para lo cual, la sangre fluye a traves del higado por un sistema de vasos
muy fenestrados que lo atraviesan lo que permite el intercambio bidireccional de
componentes entre células y plasma. Estos vasos estan rodeados por cordones de hepatocitos,
por lo que se puede decir que cada hepatocito esté literalmente "bafiado en sangre" 11, Esta
intimidad fisica entre las células y el plasma permite que el higado tenga dos funciones
importantes como filtrador hematoldgico: i) la produccién de proteinas para el plasma
sanguineo y ii) la captacion endocitica concomitante de carbohidratos y lipidos con la
intencion de almacenar energia, ya que esterifica estos monomeros en glucdgeno o
triglicéridos respectivamente, esta funcion se mantiene regulada en condiciones sanas [,
Esta excepcional capacidad de purificacion pone en riesgo al higado dado que lo hace
altamente susceptible al dafio por exposicion excesiva a grasas, alcohol, drogas y otras
toxinas asi como una gran cantidad de patégenos como los virus de la hepatitis 21,

1.1.1. Esteatosis: un desequilibrio en la sintesis, degradacién y
almacenamiento de &cidos grasos y triglicéridos.

La esteatosis, es un proceso en donde los hepatocitos comienzan a acumular grasa de
manera excesiva; como consecuencia del exceso de acidos grasos libres (AGLS) y glucosa

en sangre de pacientes con obesidad, DMT2 y dislipidemias [*l. Se ha reportado que este

1



proceso es la forma en la que la célula se protege de la toxicidad de los AGLs, ya que estos
lipidos 81 al aumentar su concentracion dentro del hepatocito desarrollan 1) RI; 2) muerte
celular, 4) inflamacion y 3) estrés oxidante 1. Esto fue comprobado tras evaluar que la
inhibicidn en la produccion de TG lleva a una baja esterificacion de estos, pero incrementa
la concentracion de ROS, necrosis, inflamacion vy fibrosis [, El problema que se presenta
en pacientes con enfermedades cronico-degenerativas como la Obesidad, la DMT2 y las
dislipidemias, es que la esterificacion de TGs sobrepasa los limites de almaceén; lo que lleva
a que la célula sea incapaz de esterificar los lipidos en TGs. A su vez, esta condicion obliga
al hepatocito a entrar en lipolisis como consecuencia de la Rl 1% |o que lleva a estrés

oxidante, muerte celular, inflamacion y Fibrosis 12131,

Los hepatocitos absorben los AGLs por endocitosis mediada por receptores 141, los cuales
cruzan la membrana por una combinacion de transporte facilitado y difusion (51, A este
exceso de AGLs dentro del hepatocito se le conoce como acumulacion lipidica. Estos lipidos
acumulados pueden esterificarse en TGs u oxidarse en las mitocondrias por medio de la
fosforilacion oxidativa [*6l. La esterificacion, por un lado, permite la formacion de Droplets
caracteristica de la esteatosis y por otro a la produccion de lipoproteinas de baja densidad
(LDL) y de muy baja densidad (VLDL) cuya funcion es el transporte de lipidos a otros tejidos
(28] |_a oxidacion de AGs, que dependera de la RI, llevara a un aumento en la produccion de
cuerpos cetonicos, un compuesto que da energia a la misma célula y al exportarse en sangre,
brinda energia al cerebro u otros 6rganostél,

Las diversas fuentes de estos acidos grasos en pacientes incluyen i) la grasa
proveniente de la dieta ©; 2) los AGLs y TGs provenientes de los adipocitos con resistencia
a la insulina B, ii) sintesis de novo, un proceso que utiliza a la glucosa incapaz de poder ser
almacenada en glucégeno como materia prima de los AGst*l o por iii) el aumento en la
concentracion y actividad de la angiotensina |1 '8 11, Todas estas condiciones, aumentan la
concentracion de AGLs en sangre con direccion a tejidos no adiposos como el higado 20211,
En el higado, el exceso de AGs debe tratarse de otra manera, una minima cantidad puede ser
transportada fuera de los hepatocitos por los mismos mecanismos que permite su absorcion,
y otra tanta es convertida en TGs que pueden ser almacenados casi inmediatamente al entrar

a las células 29,



El desbalance entre la sintesis y degradacion de lipidos y la eficacia de la primera, es
consecuencia de la saturacion catabdlica (lipolisis) lo que lleva al fallo mitocondrial, fallo
del Reticulo endoplasmético Liso (Citocromo P450) y bajo catabolismo en peroxisomas.
Esto se da como consecuencia de la RI, condicién que, i) obliga a las células a entrar en
lipdlisis y ii) evita el consumo de glucosa 22?31, Pero ¢como es que a pesar de tener RI los
hepatocitos no logran disminuir la carga lipidica? Para responder a esto hay que considerar
que en modelos in-vivo e in-vitro se ha reportado que la esteatosis se mantiene a pesar de la
lipolisis constante por la Rl y esto se debe a que el dafio mitocondrial inducido por los AGs
y ROS deteriora la oxidacion de lipidos, razon por la cual es mas eficiente la sintesis de

lipidos [+ 18:23-26]

Por otro lado, existen diferentes estudios preclinicos que reportan que el aumento en la
concentracion de acidos grasos como el acido oleico (AO) en sangre, es uno de los principales
inductores de la esteatosis hepatica en pacientes obesos y con RI 28] esto ha sido corroborado
en estudios in-vitro, en donde células hepéaticas HepG2 [27 -31], al ser expuestas a diferentes
concentraciones de acido oleico (AO) conjugado con albumina (AO-BSA) desarrollan
esteatosis [27 -31]. Este conjugado molecular entra a la célula a través de receptores
especificos como el CD36 y los FABPs, que en conjunto permiten la translocacion de los
AGs como el AO hacia el interior de la célula 32 331 Al entrar a la célula, el AO en alta

concentracion desarrolla esteatosis por dos vias distintas:

1. ElI AOinduce la salida de la cisteina proteasa (Catepsina B) que sale de los lisosomas
al citosol B*%®1 1a cual activa la NFkB a través de la disociacion de Ikk a/B, lo que
lleva al hepatocito a producir citocinas proinflamatorias como TNF-a 34351 TNF-q al
unirse a su receptor TNF 1 (TNFR1), activa a las serin-proteasas S1P y S2P ¢ |as
cuéles son responsables de la maduracion y liberacion de la proteina 1 de unién a los
elementos reguladores de esteroles SREBP-1c, el cual es un factor transcripcion que
inicia la transcripcion de enzimas implicadas en la sintesis y esterificacion de lipidos
y TGs como la acido graso sintasa (FAS), monoacilglicerol acil-transferasa,

diacilglicerol acil-transferasa *"1 (Fig 1B).



2. Mientras que el AO por un lado activa a SREBP-1c via TNFa por otro lado al unirse
al sitio de union al ligando “huérfano” de PPARY lo activa ¥l lo que promueve su
translocacion al nucleo con la consecuente transcripcion de enzimas como la acido
graso sintasa (FAS), monoacilglicerol acil-transferasa, diacilglicerol acil-transferasa,
todas esenciales para la sintesis de lipidos y TGs 28 por lo que induce la sintesis y

esterificacion de lipidos durante el desarrollo de esteatosis hepatica 81 (Fig 1).

La resistencia a la insulina es otra condicién patologia resultante de la acumulacion de
lipidos®®! que genera un ambiente de conflicto entre la sintesis y degradacion en el
hepatocito, ya que no solo el 6rgano es afectado, si no otros tejidos como los adipocitos, y el
producto de esta situacion es una alta concentracion de lipidos en sangre, lo que compromete
el metabolismo del hepatocito, ya que es mayor la concentracion de lipidos en el medio que
lo obligan a guardar lipidos que la de la RI lo lleva a degrada pese a que esté activa AMPK
[3, 31-33, 40411 - Ademas, la sintesis serd mas rapida porque, tanto PPARy como SREBP- 1c

actuaran y estaran sobre expresadas aun en presencia de RI 1,
La RI en el hepatocito se caracteriza molecularmente por:

1) Una mayor actividad de la Serin/Threoinina cinasas, que va a fosforilar residuos Ser
(Ser®'? y Ser%) del IRS1 142 |o que trae por consecuencia que no se active la
Fosfoinositol 3-cinasa, enzima responsable de comenzar la sefializacién rio debajo de
la insulina, culminando con la activacion de AKT.

i) Aumento en la degradacion de proteinas IRS-1 [4344:45],

iii)Aumento en la actividad de las Tyr-fosfatasas, incluidas SHIP2, PTEN y PTP-1B [6],

iv) Disminucion de la activacion de moléculas de sefializacion rio abajo de IRS1 (Akty
PKC) [471,

Juntas o por separado durante la RI, inducen el bloqueo de las vias anabdlicas
(sintesis) y activan las vias cataliticas (degradacion) 1 ya que se activa AMPK (una
proteina cinasa activada por AMPc y regulada por la insulina) la cual prende vias de
degradacion de los lipidos y TGs al inhibir las vias que consumen ATP 195051 (Fig1).
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Figura 1. A) Induccién de Esteatosis hepatica (higado graso) por el &cido oleico 1.-el &cido oleico se une a los receptores DE36 y FATP5, 2) el acido oleico
induce esteatosis por dos vertientes 3) activando a PPARY el cual 4) entra al nicleo de la célulay comienza la expresion de genes que llevan a la sintesis de enzimas
clave para la produccion de lipidos como FAS, DAGT, MGAT etc.; Por otro lado induce esteatosis al activar la via proinflamatoria dado que 5)induce la liberacion
de la catepsina B del lisosoma, 6) esta enzima degrada a IkB el cual mantiene bloqueado a NFkB de esta forma 7) NFKB entra al ndcleo y comienza a inducir la
expresion de genes que llevan a la sintesis de mediadores proinflamatorios como IL6 y TNFa, 8) se produce u libera TNFa el cual 9) al unirse a su receptor activa
la via de las MAPK y PKC, la cuales 10) activan por fosforilacion a SP1 Y SP1 enzimas que 11) liberan al factor de transcripcion SREPB1c del aparato de GOLGI,
el cual 12) entra al nicleo y asi como PPARYy, induce la expresion de genes que llevan a la produccion de enzimas que sintetizan lipidos y TGs, desarrollando asi
ESTEATOSIS. La figura B, representa el proceso para el desarrollo de estrés oxidante y muerte celular asociados a la RI y sobreactivacion de lipolisis
1,2,3Y4) el AO induce la produccion de citocinas proinflamatorias como IL6 y TNFa (proceso descrito anteriormente). 5y 6) la union de IL6 y TNFa a su receptor
inducen la activacién de vias de sefializacién como MAPK y PKC, las cuales 7) fosforilan los residuos Serina (Ser) del bucle de activacién 1 del receptor de insulina
(IRS1), lo cual 8) bloquea la actividad de AKT, por lo que 9) desarrolla Rl y esto mantiene 10) sobreactiva a la cinasa AMPK, la cual induce la activacion de la
degradacién de lipidos.11) Este proceso lleva a un aumento de especies reactivas de oxigeno (ROS) como ion superoxido (O°) y perdxido de hidrogeno (H202)
desarrollando estrés oxidante, que se caracteriza por la desnaturalizacion y perdida de funcién de multiples macromoléculas, entre la cuales se encuentran los lipidos
de la membrana de los hepatocitos, 12) lo que lleva a la ruptura de la membrana (peroxidacién lipidica), a la formacién de 4hidroxononenal (4HNE), a la muerte
celular por necrosis y en conjunto potencian el ambiente proinflamatorio ya que estas moléculas son reconocidas como patrones moleculares asociados a dafio
(DAMPS)por los macrofagos, lo que los activa y producen citocinas proinflamatorias. IMAGENES CREADAS EN BioRender.com)



El AO desarrolla RI, de manera indirecta, ya que induce la sobreexpresion de
TNFa, molécula que, al unirse a su receptor, activa a las MAP cinasas (MAPK) y PKC que
fosforilan de IRS1 en sus Ser®¥? y Ser®'6 40521 |o que activa vias de degradacion de
macromoléculas como glucogeno, Yy triglicéridos. Por lo tanto, al no funcionar la insulina,
AMPK se activara y comenzara a activar vias de oxidacion de lipidos y TGs [495051
aumentado la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROs) que seran las responsables
de desarrollar un estado de estrés oxidante B3l; recientes avances reportan también que los
ROS activan a PPARY, induciendo la sintesis y esterificacion de lipidos en los hepatocitos

desarrollando esteatosis®¥.

El estado oxidante en el hepatocito, también se caracteriza por la pérdida del
funcionamiento de macromoléculas de importancia como son el DNA, proteinas,
carbohidratos y lipidos de la membrana, este Gltimo evento generard la produccion de
compuestos derivados de aldehidos como es el 4-Hidrononenal (4-HNE) y el malonaldehido
(MDA), responsables de la necrosis celular %1 que finalmente inducird un proceso

inflamatorio y de reparacion (fibrosis) 31,

1.2 ESTRES OXIDANTE Y MUERTE CELULAR.

1.2.1 Estrés mitocondrial, activacion de peroxisomas y citocromo
P450.

Durante la esteatosis hepatica, los hepatocitos aumentan la oxidacion de grasas, por
lo tanto, también aumenta la concentracion de especies reactivas de oxigeno como el ion
superoxido 0%, el peroxido de hidrégeno H.0- y el radical hidroxilo (HO) 55581 induciendo
la liberacion de cofactores oxidados (NAD* y FAD) los cuales son transformados en
cofactores reducidos (NADH y FADH:) P9, proceso en el que se liberan electrones, los
cuales entran a la cadena transportadora de electrones, en donde los complejos I, 111y 1V los

transforman en moléculas reactivas de oxigeno 7 58.60.61],

Por otro lado, la esteatosis hepatica logra saturar la capacidad metabdlica de la
mitocondria, volviéndola disfuncional, esta disfuncion se caracteriza por: 1) presentar
alteraciones en la cadena transportadora de electrones y por ende en la produccion de ATP,
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debido al dafio el DNA mitocondrial (DNAmt) el cual codifica proteinas de importancia para
estos procesos, y 2) generar saturacion metabodlica 752 volviéndose incapaz de realizar su
funcion, obligando a la célula a emplear un segundo mecanismo de degradacion de cidos
grasos. El segundo mecanismo de degradacion lo llevan a cabo los peroxisomas y el
Citocromo P450, enzima expresada en el reticulo endoplasmatico liso 5762641 considerando
que ambas vias también inducen la produccion de ROS, por lo que aumenta su concentracion
de estas especies reactivas de oxigeno®®. Los ROS provenientes de la mitocondria,
peroxisomas y reticulo, aumentan hasta sobrepasar la capacidad de las enzimas antioxidantes
como la superoxido dismutasa (SOD), la glutation peroxidasa (GPX), la catalasa (CAT) y la
glutation (GSH) que estan dentro de estas células %% También se observa que tanto el
reticulo como el peroxisoma, entran en un estado de estrés [®°: el reticulo al entrar en estrés
comienza a liberar el calcio, el cual va a inducir la salida del Citocromo C de la mitocondria,
activando vias de muerte celular por necrosis %, Todas estas caracteristicas componen al
estado prooxidante que se compone por la disfuncion mitocondrial, microsomal e inducen

peroxidacion lipidica (Fig 1).

1.2.2 Estres oxidante (ROS), peroxidacion lipidica (MDA) y muerte
celular

La sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno por la mitocondria,
peroxisomas y CYP450, provoca la oxidacion de éacidos grasos poliinsaturados de las
membranas celulares a través de sus electrones libres, y forman compuestos hidroperoxidos
derivados de lipidos o bien conocidos como compuestos derivados de aldehidos 61, Entre
todos estos productos, el compuesto 4- hidroxi-2-nonenal (4-HNE) y el malonaldehido
(MDA) son de los mas reactivos y mejor estudiados durante el estado de estrés oxidante
[66.67.68]1 '|_a peroxidacion lipidica es un proceso que oxida &cidos grasos poliinsaturados de
cadena larga®l, los cuales pueden clasificarse en omega-3 (n-3) y omega-6. (n-6) %%, Existes
dos formas de producir lipidos peroxidados, la via enzimatica y no enzimatica, en el primer
caso 1) El &cido graso n-6 (&cido araquidonico), se reduce mediante peroxidacion enzimatica
a prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos y otros productos derivados de ciclooxigenasa,

lipoxigenasa o citocromo P450 [%%: y la segunda via 2) peroxidacién no enzimatica si
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dependiente de radicales de oxigeno, los cuales transforman los AGs poliinsaturados a MDA,
y 4-HNE 9 (Fig 1).

Dado que los lipidos son responsables de mantener la integridad de las membranas
celulares, la peroxidacion extensa de los lipidos altera el ensamblaje, la composicion, la
estructura y la dinamica de las membranas lipidicas 8. Como compuestos altamente
reactivos, estos perdxidos de lipidos también pueden propagar una mayor generacion de ROS
o degradarse en compuestos reactivos capaces de dafiar el ADN y las proteinas 9. Las
enzimas como la glutation peroxidasa (GPx), particularmente GPx4, son reguladores clave
de los peréxidos de lipidos en las células, usando al glutation (GSH) como cosustrato para
reducir los peroxidos de lipidos a los alcoholes correspondientes %81, La inactivacion de esta
enzima da como resultado la acumulacion de perédxidos de lipidos y, a menudo, la muerte
celular, ya que estas moléculas tienen una vida mas larga que los ROS y forman enlaces
covalentes no deseados con proteinas, acidos nucleicos y lipidos de membrana, por lo que
tendrén la capacidad de propagar méas el dafio oxidante, necrosando al tejido circundante
sano, desestabilizando con mas facilidad la membrana celular, hasta formar poros donde hay
un flujo excesivo de agua y iones dentro de las células, hasta lograr lisarlas®?. La formacion
de 4-HNE consta de 3 pasos 1) oxidacién de 9- y 13-hidroperoxioctadecadienoato por los
ROS, formando un radical lipidico (iniciacién); 2) posteriormente los mismos ROS, lo vuelve
a oxidar hasta formar un radical lipidico peroxidado, compuesto que vuelve a interactuar con
otro lipido para formar mas lipidos peroxidados (propagacién) y que finalmente termina 3)
con la fragmentacion y formacion de 4-HNE [®8l. Por otro lado, se ha reportado que los ROS
no solo inducen muerte celular, también se observado que activan a SREBP1c en hepatocitos
HepG2 y se propone que esto puede contribuir a propagar el desarrollo de esteatosis al tejido

circundante [,
1.3 ROS, DAMPS, ACIDOS GRASOS LIBRES E INFLAMACION.

Como mencionamos anteriormente el estrés oxidante lleva a la necrosis
hepatocelular; proceso donde los hepatocitos mueren y liberan DAMPS, siendo estos capaces
de inducir inflamacion [8 (Figl). No obstante, el higado a pesar de tener células

especializadas en censar y mantener el equilibrio del 6rgano (macrofagos o células de
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Kupffer) [Y], los hepatocitos también son capaces de responder a estimulos nocivos como
lipidos, ROS y bacterias, lo que los lleva a producir citocinas proinflamatorias y 6xido nitrico
en sefial de auxilio; a través de la activacion de NFkB [">73l, Esto se ha comprobado por
diversos estudios in-vitro donde reportan que células HepG2 al incubarlas con
lipopolisacaridos (LPS), acidos grasos (4cido oleico, 4cido palmitico) o peréxido de hidrogeno
(H20,) producen citocinas proinflamatorias como IL1p, IL-6, IL-8, TNFa y MCP1, también producen

moléculas de adhesion como I.-CAM y también genera Oxido nitrico (ON) a trav:s de la Oxido nitrica

sintasa inducible (iNOS) [74 75. 761,

Esta produccion de citocinas proinflamatorias activa e incrementan la respuesta inmune, lo que
lleva a un proceso inflamatorio crénico 8 promoviendo asi la sobre activacion de células de Kupffer
(28 y el reclutamiento de mas células del sistema inmune ™8, Como se ha sefialado anteriormente, las
citocinas tienen multiples funciones en el hepatocito como activar a factores de trascripcion
implicados en la sintesis y esterificacion de TGs (Fig 1 A) (apartado 1.1.1), generar Resistencia a la
Insulina (Fig 1 B) (apartado 1.1.1) y activar vias de lipolisis como AMPK (apartado 1.1.) (Fig 1 B)

1.4Tratamientos (Tx) para esteatosis hepatica.

La esteatosis hepética es una enfermedad multifactorial y abarca la generacion y
acumulacion erratica de lipidos, el estrés oxidante y la inflamacién entre otros; de no
controlarse a tiempo lleva al desarrollo de enfermedades mas graves y mortales como la
cirrosis o el cancer hepatico. En la actualidad para su control se utiliza una polifarmacia que
controla cada una de estas condiciones "1, El tratamiento més utilizado, es el uso farmacos
para la pérdida de peso, sensibilizadores de la insulina, antilipogenicos y sobre todo

antioxidantes "8,

Con base en lo propuesto por el colegio americano de Gastroenterologia y la asociacion
americana de gastroenterologia en el 2015-2019 son los siguientes:

Pioglitazonas: Son agonistas del Receptor Nuclear activado por Proliferadores de
Peroxisoma (PPAR) de tipo a para hepatocitos y de tipo y para adipocitos por lo que
disminuye la concentracion de triglicéridos, lipidos y carbohidratos °! dentro de la célula 'y
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en suero. Sin embargo, el uso de este farmaco de manera cronica genera efectos colaterales
como: trastornos de suefio, ansiedad, agresividad y en casos extremos dafio hepatico

aumentado la concentracion de enzimas hepaticas en suero 9,

Vitamina E y C: Ambos son compuestos con propiedades anti-oxidantes, recetado tanto en
pacientes con higado graso y esteatohepatitis no alcohélica 8283 Ademas, se ha visto que

tienen la capacidad de evitar la cirrosis hepatica, con efectos anti-inflamatorios. [8% 828

1.4.1 Metformina como control farmacoldgico.

La metformina es un farmaco que se utiliza a menudo para el control del higado graso
en pacientes con DMT2 y obesidad 4. Este farmaco es una biguanida que por excelencia
sensibiliza a las células a la insulina y esto lleva a su efecto hipoglucemiante [,

Este farmaco funciona a través de la fosforilacion de AMPK en el residuo Thr’? por
lo que: 1) disminuye la gluconeogénesis y la lipogénesis en el higado. 2) activa la degradacion
de lipidos, 3) Reactiva la captura de glucosa [, 4) Activa a P53 por lo que evita que la célula
muera por necrosis y entre a un proceso de muerte celular no inflamatorio programado
(apoptosis) 1 por lo que se reduce la concentracion de enzimas hepéaticas (TGP/ALT) en
suero 3% También se ha visto que tiene efecto 5) antiinflamatorio ya que evita la
translocacion de NFkB al nucleo, lo que lleva a una baja concentracion de mediadores
proinflamatorios (TNFa, IL6, IL1p) 89 Evita la produccion de lipidos y su esterificacion
en TGs, a través de la activacion de factores de transcripcion como SREBPIc y PPARy
[90.91.92] - Sin embargo, a pesar de que este medicamento ofrece muchas ventajas para el control
de la enfermedad, su uso cronico puede inducir insuficiencia renal, hepética y cardiaca, asi
como acidosis metabdlica aguda o cronica. No obstante, es buena opcién utilizarlo como
control farmacologico para fortalecer el efecto antilipogénico, antiinflamatorio vy
sensibilizador de insulina de otros productos, como son los de origen natural

(fitomedicamentos).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Informacion etnomédica las cucurbitéaceas para el manejo de
patologias hepéticas.

Las plantas medicinales son buena opcidn terapéutica, ya que gracias a sus diferentes
compuestos quimicos brindan diferentes blancos terapéuticos, lo que ayudaria a sustituir la
polifarmacia. Varias plantas de la familia de las cucurbitaceas han sido utilizadas para el
control de enfermedades crénicas hepaticas como higado graso, esteatohepatitis no
alcohdlica y cirrosis hepatica y han sido muy eficientes para controlar cada una de ellas
(Tabla 1).

Tabla 1. Cucirbitaceas y su efecto hepatoprotector

NOMBERE NOMBRE COMUN FAMILIA CARACTERISTICAS MODELO CITA
Reduce enzimas hepaticas en suerc Ratas administradas
Trchosnathes cucomerica | Calabaza semiente Cucurbitaceas (AST. ALT. ALP, TB } v disminuye la con OICL-Q Kumar et al., 2008
necrosis celular,
Disminuye enzimas hepaticas (AST, - t .
Cuccinia grandls Calabaza hiedra Cucurbitaceas ALT, ALP, TE )y disminue necrosis Ratascldrggflradas Va a;z’g' stal.,

celular.

Cucurbita maxims

Calabaza

Cucubitacesas

Disinuye la concentracion de enzimas | Ratas administradas

hepaticas AST, TGP

con ksoniacida

Ramaos, 2018

Cucumis sastivus

Fepino

Cucubitaceas

Reduce enzimas hepaticas en suerc
(AST, ALT, ALP. TB) vy tiene un efecto
anti-cxidante

Ratas administradas
con CCL4

Dhande et al., 2013

2.2 Antecedentes fitofarmacologicos de Sechium edule sobre
enfermedades metabdlicas asociadas al dafio hepético.

Sechium edule (Chayote), es una planta herbacea perteneciente a la familia de las
cucurbitaceas originaria de México que crece en climas calidos y templados, entre los 500 y
los 2000m de altitud. Es endémica de los estados de Veracruz, Michoacan, Quintana Roo,
Estado de México y Puebla [*®%l  Se han investigado distintas fracciones y extractos de
diferentes partes de la planta como hojas, semillas, tallo, flor, fruto y raiz, y han demostrado

ser eficientes como tratamiento para distintas enfermedades.

Lombardo en el 2008, comenz6 con la fitofarmacologia de la raiz de Sechium edule,
demostrando que el extracto hidroalcoholico, la fraccion acetonica y las subfracciones R14
Y R17 tienen actividad antihipertensiva ", ademas por HPLC reporté que los compuestos
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que conformaban la planta eran de tipo flavonoide, como apigenina glicosilada. Estos
mismos autores en el 2013, evaluaron el efecto combinado de R14 Y R17, en un modelo in-
vivo y reportaron 1) la actividad antiinflamatoria en un modelo murino de hipertension y
disfuncion endotelial inducido por la aplicacion aguda de ANGII y 2) a través de HPLC
identificaron tanto en el extracto hidroalcohdlico, la fraccion acetonica y en las subracciones
combinadas de R14 y R17, compuestos derivados del 4cido cindmico [°®. Estos trabajos
fueron la base para los estudios de Trejo-Moreno en el 2013, quien evalud la capacidad
antiinflamatoria e inmunoreguladora de la raiz de S. edule, a partir de nuevo material vegetal,
demostrando que 1) la fraccion metanolica evitaba la produccion de citocinas
proinflamatorias y 2) induce la diferenciacién de células T a células T reguladoras (CTreg)
en un modelo de disfuncion endotelial e hipertension in-vivo e in-vitro, inducidos por la
aplicacion cronica de ANGII P9, Este mismo material vegetal fue fraccionado en dos
fracciones (acetonico e hidroalcoholico) y subfraccionado en (R31, R19, R14 y R15), para
después ser evaluado, y demostrando tener varios efectos sobre enfermedades metabdlicas y
sus comorbilidades, como la sensibilizacion de insulina, antihipertrigiceridemiante,
cicatrizante 'y neuroprotector en ratones obesos, antioxidante, antihipertensivo,

antiinflamatorio, nefroprotector en ratones con hipertension y disfuncion endotelial :00-1001,

Trejo-Moreno, en el 2018, evalud la fraccion acetonica en un modelo murino de
disfuncion endotelial e hipertension inducidos por la aplicacion crénica de ANGII,
desmostando que evita la disfunciéon endotelial, la esteatosis y fibrosis causadas por la
actividad de la ANGII y al evaluar la composicion quimica de la raiz, reportaron que tenia
compuestos como &cido cinamico, cumarico y fertlico % Para el 2020, Costet, identifico
por HPLC y espectrofotometria de masas, que la raiz tenia compuestos fendlicos
(medianamente polares) como 4&cido cumarico y acido cinamico), flavonoides
(medianamente polares) como la apigenina y terpenos (menos polares) como el Metil
tetradecanoato, Acido hexadecanoico, metil éster, Acido hexadecanoico, Escualeno, y
Estigmasterol 19?1 (Tabla 2).
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Comparacion fitoguimica enire Caracteriz acion farmacologica| FEvaluacion de la capacidad del extracio La fraccisn de las paices Estudio hiodirigido de las Estudio Quimice ¥ Actividad
raices de Sechivm edule con de los compuesios polifenolicos | metanolice de la raiz de Seckinm edule 3 reuniniones r5eCRCIR25 Y Nefiroproteciora del
TITULO actividad antihipertensiva, de Ia Raiz de Sechium edule y | (Chayote)para reparar el dafio tisular y ""’Jms'ﬂ,’;"s dzhsﬂ':“]“"’“_"_d“l" rSeCRCIR2S de la raiz de Extracto Hidroalcohslico
cultivadas en campo y raices su efecio sobre la Disfuncion contrelar la inflameion en un medelo ¢ ;:E?hsﬁmn ::;ctelial. Kedule parael control de 1a Estandarizade de Ia
propafadas en hidroponia endotelial murine de hipertensiom inflamcion y el EO. Raiz de Sec hium edule (Jacq sw)
Autor y Afio (Galia Lombardo Earl (2008) Galia Lomhbardo Farl (2013) Celeste Trejo-Moreno (2013) Celeste Trejo-Moreno (2018) Ch;':em Carzh;;mg) * Alejandro Costet Mejia (2020)

Hidroalcoholico, Metanolica,

Fracecion acetonica obtenida

Fraccidn acetonica obtenida apartiv

Extracto o fraccion | Hidroalcoholico, fraccion acetonica X Metanolicao Acetormcao apartir de la maceracidn con n- .
& cetonico de taceracidn con Etanol’s ous
Hexano
: Zilica gel fase normal (menos

Forma de separaciin polates) w silica fase reversa [ mds

Bilica gel faze notmal Silica gel faze notmal Cromatografia Gas Silica gel faze notmal Zilica gel fage notmal polares)
Sistema de Elucion Hexano/acetata de etila (fase

Cloroformo M etanol Clotoformo:Metanol Helio Diclorometano/metanol Diclorometano/metanol notnall ¥ acetonittilo (Fase reversa)

Cantidad de A1 fracciones agrapadas en 20, de . . .
musstras obienidas las cuales salo se evaluaran 2 4] fracciones argupadas en 20 5 X 2 fracriones 64 fracciones
Extracto hidroacoholica, Esralud R14(ZeCGLO3RID v

Fracciones evaluadas

Ei,F5, Bo, RE, Rl R14; R1T7; B20

Solo evaluaron R14 Y R17

Extracto hidroacoholic o, acetonico,
metanolico y F31, F19, R14 vy R15

acetonico, metanolico ¥ F31,
F19, R14 v R15

R13 (Se0LCIRIM [3, 1.5, 075,
0,375, 0.1275 ug/ml]

Estudios espectroscopicos ¥
esep ectrométticos

Artividad Biologica

Antihipertensiva

Anti-hipetensivo,
antiinflamtotia, antioxidante

Antitnflamtorio; innanoreglador

Antidisfuncidn endotelial

Antioxidants ¥ antiinflamatorio

Efecto nefroprotector

Ohzervaciones

El Ext3e-Hé laFace-t3e;, R14 v R17
obtenidas de la fraccidn A cetonica
turieron la actividad de la raiz
cultivada en campo e hidropotda

Identidicar on los compuestos
por HPLC, en el extracto
hidroaleoholico, acetonica, R14
T ERI7

Ohservaron el efecto tmuinore gilardo, ya
gue induce la proloferacidn de Celular
Treg invifro .

obzervaron dos nuevos
efectos 1) antiesteatotico,
Dantifibrotico

e uso nuevo extracto,

Seuso nuevo extracto,

Compuesto obtenido

Compuestos de tipo flavonoides:
Apigenina glicosilada

Compuestos detivados de deido
cindmico

Compuestos fenolicos como deido
citndtnico, cundtico v ferilico

Compuestos fenolicos como
dcido cindmico, cumatico ¥
fenilica

Arido cinamico

Fenoles: como drido cumanco,
arido cindmic o; flavonoides como
apigenina. Terpenos
como Metil tetradecanoato, Acida
heradecatioic o, metil éster, Acida
hexadecanoico, Escualeno v
Estigmasterol
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2.3 Efecto hepatoprotector del rSe-HA.

Como mencionamos anteriormente, el estudio de Trejo-Moreno (2018) fue la base de
los estudios de Alvarado en el 2019, quien en un modelo murino reporto el efecto
hepatoprotector del extracto hidroalcoholico estandarizado en &cido cindmico, inducido por
la aplicacion crénica de ANGII, ya que evitaba la esteatosis, la hepatomegalia, aumento en
masa de tejido adiposo, hipertrigliceridemia, la inflamacion (disminucion de IL-1, IL-6,
TNF-0 y aumento de TGF-), muerte celular (disminucion de puntos necrosis y de TGP/ALT
séricos) y fibrosisi*% volviéndose en si, los primeros antecedentes del efecto hepatoprotector
de la raiz de Sechium edule. Sin embargo, si se ha reportado que diferentes partes aéreas
como frutos y hojas de esta misma especie en modelos in-vivo 2% e in-vitro™% tiene la

misma actividad que la raiz.

Como mencionamos anteriormente la eficacia farmacoldgica de los extractos de
plantas medicinales, es gracias a sus multiples compuestos quimicos que la componen. Con
base en lo anterior, se propone que la actividad farmacoldgica del rSe-HA es el resultado del
conjunto de compuestos quimicos como los reportados por Trejo-Moreno (2018) y Costet
(2020), dado que han reportado de manera aislada que tienen los mismos efectos que se han
reportado de S. edule (TABLA 3). Wu (2014) y Yang (2015) también al evaluar la capacidad
antiesteaotitca de las partes areas de S.edule reportaron que activaa AMPK via fosforilacion
en residuos Thr!’2, inhibe a PPARy y SREBPIC y también lo atribuyen a la serie de

compuestos quimicos producidos por el metabolismo secundario de la planta [204105]
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COMPUESTO FUNCION MECANISMO CITA
MEJORA - - .
ACIDO CINAMICO SENALIZACIKON DE Mejora la fcl’:g’_r;'ac';’g:e' sustrato Huang et al., 2009
INSULINA ¥
1.- Reacmonar_‘l dlrect_amente con los Echtay et al., 2003;
radicales libre. R
R L Brad et al., 2004;
2 .- Inhiben la actividad de la Fermandez_artinez
ACIDO CINAMICO Y ANTLOXIDANTES succinato deshidrogenasa al activar et al, 2007:

ACIDO CUMARICO

a las proteinas desacopladoras
{UCP) a traves de su grupo 2-
alqueno, euvtando asila produccion
de RO’'s por enzimas mitocondriales

Azzu y Brand, 2010;
Trejo-Moreno et al_,
2018

ACIDO CINAMICO Y
ACIDO CUMARICO

ANTEFINFLAMATORIOS

1.- Evitan produccion de DAMPS al
evitar el estado pro-oxidante.
2. - Inhiben a NF-kB lo que evita su
translocacidén al nucleo para
produccion de citocinas pro-
inflamatorias, quimiocinas vy

Femandez et al.,
1998; Luceri et al _,
2004 ; Chaing <t al.,
2003; De, Baltas y
Belval, 2011

moléculas de adhesidn.

Activan al factor de transcripcion N2
al disociar el inhibidor Keap1 , por lo
que NH2 se transloca al nucleo
favoreciendo la expresion de genes
que inhiben la actividad de la via de
sefializacion TGF/SAMD y aumenta
la produccidon de enzimas que
degradan colagena (1 y 1D

ACIDO CINAMICO ANTLFIBROTICO

al., 2012

Korkina, 2007; Oh et

Tabla 3. farmacologia del &cido cindmico y &cido cumarico

3. JUSTIFICACION

La esteatosis hepéatica o higado graso, es una enfermedad caracterizada por la
acumulacién excesiva de lipidos, siendo el comienzo de un proceso cronico y degenerativo
del higado, culminando con la cirrosis, donde el Unico tratamiento es el trasplante del 6rgano.
La disfuncion del hepatocito tiene un papel importante, ya que, en estas condiciones, se ve
obligado a tener un metabolismo erratico en el que se desregulan y sobreactivan las vias de
sintesis y degradacion de los lipidos entre otras, influyendo en el aumento de especies
reactivas de oxigeno, necrosis e inflamacion; condiciones que exacerban mas el dafio.
Actualmente se receta maltiples farmacos para su control, ya que las enfermedades hepaticas
son multifactoriales; por esta razon los extractos de plantas medicinales son una buena opcién
terapéutica ya que, al estar conformadas por multiples compuestos quimicos, logran tener
diferentes blancos terapéuticos. Tal es el caso de Sechium edule (Chayote), se ha comprobado
que el extracto hidroalcohdlico de la raiz no solo controla el ambiente proestatotico sino
también evita el dafio hepatico (esteatosis hepatica, hipertrigliceridemia, aumento de tejido
adiposo, necrosis hepatocelular, inflamacién y fibrosis) en un modelo murino inducido por

la aplicacién crénica de ANGII. Sin embargo, no se conoce el modo de accion del extracto y
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con la intencion de iniciar este estudio se analizo el efecto del extracto sobre la esteatosis,

estado proinflamatorio y prooxidante en células HepG2 inducido por acido oleico

4. PLANETAMIENTO DEL PROBLEMA
Con base en lo anterior y con el objetivo de fortalecer el uso del extracto hidroalcohdlico
para ayudar al control de la esteatosis y evitar enfermedades de mayor gravedad, se plantea

la pregunta de investigacion que da origen al presente proyecto:

¢El extracto hidroalcoholico de la raiz de Sechium edule evita y revierte la esteatosis, el
perfil proinflamatorio y estrés oxidante en hepatocitos HepG2 disfuncionales por &cido

oleico?

5. HIPOTESIS

El extracto hidroalcohdlico de la raiz de Sechium edule evita y revierte la esteatosis, el
perfil proinflamatorio y el estrés oxidante en hepatocitos HepG2 disfuncionales por &cido

oleico.

6. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del rSe-HA sobre la acumulacion de lipidos, el perfil

proinflamatorio y el estrés oxidante en hepatocitos HepG2 disfuncionales.

6.10BJETIVOS PARTICULARES

1. Obtencidn del Extracto hidroalcohdlico de la raiz de Sechium edule y cuantificacion de
acido cindmico.
2. Determinar la CEso y la Emax del rSe-HA.

3. Evaluar la CEso del rSe-HA para revertir o evitar la esteatosis en hepatocitos HepG2
disfuncionales.

4. Evaluar la CEso del rSe-HA para evitar la produccion de citocinas proinflamatorias
(TNFa e IL6).

5. Determinar si la CEsp rSe-HA vence la RI de los hepatocitos HepG2 disfuncionales.
6. Determinar si la CEso del rSe-HA evita o revierte la peroxidacion lipidica.
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7. METODOLOGIA

7.1 Obtencidn del extracto hidroalcohodlico de la raiz de Sechium edule.

La raiz de Sechium edule se obtuvo en la localidad de Cuautlapan perteneciente al
municipio de Ixtaczoquitlan, Veracruz (DMS: 18°53°05.1”°’N 97°00°57.6’’W). Se lavaron
profusamente con agua corriente y posteriormente se trasladaron al Centro de Investigacion
Biomédica del Sur (CIBIS-IMSS) donde se sec6 en condiciones de oscuridad a una
temperatura de 70°C con recirculacion de aire durante 24-36 horas. El material vegetal seco
se moli6 en un molino eléctrico (Pulvex) hasta que se obtuvieron particulas menores de 4
mm. El extracto hidroalcoholico se obtuvo del proceso de maceracion de la raiz pulverizada
(10 kg) en 12 Lt de una mezcla (60:40 v/v) de etanol/agua a temperatura ambiente.
Veinticuatro horas después de la primera extraccion se obtuvo la fase liquida y la fase soélida,
la cual se sometid a una segunda extraccion bajo las mismas condiciones y por otras 24 horas.
El liquido fue pasado por un filtro prensa 20 x 20 cm de 12 marcos, con placas de celulosa
de 0.5 cm de profundidad y se concentro por destilacion a presion reducida en un evaporador
rotatorio a 56°C. Para el secado completo, el extracto se liofilizd por 24hrs y se almacend a
4°C hasta su uso.

7.2 Andlisis cromatogréfico de alta resolucion del rSe-HA

Para llevar a cabo el anélisis cromatografico de alta resolucion del extracto integro,
se utiliz6 un equipo de HPLC marca Waters con modulo de separacion 2695 y moédulo de
deteccion (PDA) 2996, con un programa de corrida en el cual se mantuvo el degasificador
encendido y el detector de burbujas activado. Para la separacién quimica se utilizd una
columna SUPELCO ANALYTICAL SUPELCOSIL LC-F cat 59158 25*4.6mm con
particulas de 5um. El equipo fue programado para manejar presiones de hasta 5000 psi para
el adecuado cuidado de la columna. La fase movil consistio en una mezcla de disolventes
separados en lineas independientes de a) agua acidulada (agua con &cido trifluoroacético, 5
ml de TFA por cada 1000ml agua/) y b) acetonitrilo (ACN). El gradiente fue ajustado de la
siguiente manera: 0-1 min, 0%, 2-3 min, 5%, de 4-20 min, 30%, 21-23 min, 50%, 24-25,
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80%, 26-27 min, 100% y de 28-30 min, 0%. Los cromatogramas fueron observados mediante
el programa Empower 3 a un rango de longitud de onda 190-600 nm, determinando la
presencia de compuestos por su tiempo de retencion y espectro UV. Las muestras fueron
inyectadas a un volumen de 10 pl de muestra por corrida, todas las alicuotas fueron disueltas
con metanol grado analitico. Se emplearon referencias comerciales de acido cinamico y &cido

cumarico como estandares.

7.3 Determinacién de la concentracién de Acido Cinamico en el rSe-HA

Para la preparacién de la curva patrén de &cido cindmico (Sigma Aldrich, Inc) se
prepar6 una concentracion inicial de 1mg/ml de este fenilpropanoide en metanol y a partir de
esta solucion se tomo una alicuota para realizar las sucesivas diluciones y conseguir las
concentraciones deseadas: 1.562 pg/ml, 3.12 pg/ml, 6.25 pg/ml, 12.5 pg/ml, 25 pg/mi, 50
pg/ml, 100 pg/ml. Cada una de estas muestras fue inyectada en el equipo de HPLC por
triplicado y los cromatogramas obtenidos se observaron a una longitud de onda de 280nm,
se integro el area bajo la curva de cada pico obtenido (Rt 12.00) para generar la ecuacién
y =mx + b (y = 1945.6x — 461.88). Esta cuantificacion del acido cinamico se determiné

como mg de compuesto por gramo de extracto.

7.4 Cultivos celulares.

Las células humanas HepG2 fueron proporcionadas por la Dra. Ana Maria Salazar del
Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM, Ciudad de México y se cultivaron en cajas
de 24 0 96 pozos, dependiendo de los requerimientos experimentales, en medio Dulbecco’s
Eagle’s (DMEM) bajo en glucosa (ATCC 30-2002) y suplementado con 10% de suero fetal
bovino, 1% de aminoacidos no esenciales (Sigma D1781, St. Louis, MO), 1% de L-
Glutamina (Sigma D1578, St. Louis, MO), 1% de penicilina-estreptomicina (Sigma D1881,
St. Louis, MO) a 37 °C en atmosfera con 5% de CO.. Las cajas de 24 pozos fueron sembradas

con 5x10° células y las de 96 con 5x102.
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7.5Viabilidad Celular por Azul Tripano

Para desprender las células se retird el medio de cultivo y las células se lavaron dos
veces con PBS (140 mM de NaCl, 2 mM de KCIl y 1.15 mM de K2HPQ,) frio. Por pozo se
les agreg6 200 pl de Tripsina en solucién de EDTA 1X (0.05% trypsin, 0.02% EDTA) en
solucion salina de Hanks y se incubaron a 37°C con 5% CO; por 5 min. Para detener la
reaccion de la tripsina se agregaron 600 ul de medio DMEM bajo en glucosa suplementado,
la suspension celular se centrifugd a 377 x g, a4°C por 7 minutos. El sobrenadante se desechd
y las células se resuspendieron en medio completo y se evalud su viabilidad con azul tripano

1:10. El conteo se realizo6 utilizando el método estandar en un hemocitémetro.

7.6 Evaluacion del poder reductor por MTT.

Este procedimiento se basa en la formacion de formazan a partir del Bromuro de 3-
(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) a través de la actividad de la succinato
deshidrogenasa X%, Para estos experimentos las células se sembraron en placas de 96 pozos
(Nunc ImmunoPlate, MaxiSorp, Roskilde, Demark), segun las condiciones indicadas en el
apartado 7.2.1y con el protocolo indicado en el apartado 7.4.

Para este fin, se retird el medio de cultivo, se les agreg6 20 pl de una solucion de
Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazolio (MTT, sigma, M 2128) a una
concentracion de 5 mg/ml y se incubd en oscuridad a 37°C. Pasado ese el tiempo de
incubacion, se agregd 100 pl de una solucion de SDS 10% con HCI 0.01 N (1:1) a cada pozo
y se incubo 2 horas mas a 37°C. Al término de la incubacion se cuantific6 la absorbancia a
una A de 570 nm en un lector de microplacas VERSAmax (Molecular Devices, Sunnyvale,

CA, EE.UU.).

7.7 Cuantificacion de enzimas hepaticas (TGP/ALT) en medio.

Este procedimiento se basa en la cuantificacion enzimatica de TGP/ALT, una enzima
gue aumenta su concentracion cuando los hepatocitos mueren por necrosis, y se considera un

parametro clinico indicador de dafio hepatocelular %1, La concentracion de TGP/ALT
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permitira evaluar tanto el dafio inducido por el AO/AB como la efectividad de CEsp del rSe-

HA para controlar la muerte celular asociada a la esteatosis.

Para estos experimentos se tomaron 19 pl del medio obtenido previamente que se colocé en
placas de 96 pozos (Nunc ImmunoPlate, MaxiSorp, Roskilde, Demark). Para conocer la
concentracion de esta molécula en el medio de cultivo, se realiz6 un ensayo enzimatico
utilizando el kit QCA, Amposta, Tarragona, Spain 2! siguiendo las instrucciones de uso.
Brevemente, en placas de 96 pozos de fondo plano se colocaron 185 pul del reactivo A, seguido
de 19 ul del medio de cultivo. Posteriormente se dejé incubar aproximadamente por 1 minuto
y se le afiadio 46 ul del reactivo B. La lectura de la absorbancia del producto de reaccion se
medid a una longitud de onda 340 nm en un lector de ELISA (Molecular Devices, San Jose,
CA, USA) alos 1, 2 y 3 minutos y La cuantificacion se obtuvo por la siguiente ecuacion
DA(min) — 1 (2min) = 112) A (2min) — 1 (3min) = A2’
3)A1- 12" x 2140 = U/dL(TGP/ALT)

7.8 Induccion de esteatosis con Acido Oleico/BSA.

Como inductor de esteatosis se utilizd el agonista Acido oleico conjugado con
albumina (AO) (Sigma D1881, St. Louis, MO 03008) a una concentracion de 1mM y

cultivados por 24hrs o 48 hrs [295:106] en |as condiciones indicadas.

7.9Determinacion de la CEsp y la Emax del rSe-HA.

Con el objetivo de determinar la CEso y la Emax, primero se retd la mejor
concentracion del rSe-HA que previene o revierte efecto del agonista AO/BSA a una sola
concentracion que fue de 1 mM, las células se sembraron en cajas de 24 pozos para ambas

condiciones. El protocolo de cultivo se muestra en la tabla 4.
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Tx

CONDICION AO/BSA Metformina rSeHA
(AmM) (2 mM) pg/ml
Control )
. si no no
positivo
Control . .
. si si no
farmacoldgico
Concentracion 1 si no 0.1875
Concentracion 2 si no 0.375
Concentracion 3 si no 0.75
Concentracion 4 si no 15
Concentracion 5 si no 3

Tabla 4. Protocolo experimental para evaluar las diferentes concentraciones del

rSeHA para controlar la esteatosis inducida por AO/BSA en células HepG2.

Posteriormente, se eligieron las dos concentraciones (0.1875 y 0.375 pg/ml) (Figura
4, A,B) del experimento anterior que mejor evitaron o revertieron el efecto del agonista (AO).
Estas dos concentraciones se volvieron a retar a diferentes concentraciones de AO/BSA como

se observa en la tabla 5.

TX
. . rSeHA (concentracion del
CONDICION AO/BSA Metformina . .
experimento anterior)
mM (2 mM)
(ug/ml)
Proteccion Restaurador
Control blanco no no - -
Control .
- si no - -
positivo
Concentracion )
0.5 Si 0.18 0.37
para evaluar
Concentracion )
1 Si 0.18 0.37
para evaluar
Concentracion )
2 Si 0.18 0.37
para evaluar
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Concentracion .
4 Si 0.18 0.37
para evaluar

Concentracion )
8 si 0.18 0.37
para evaluar

Tabla 5. Protocolo experimental para determinar la concentracion efectiva

50 y la E=max del rSeHA para controlar la esteatosis inducida por AO/BSA

7.10 Tincion Red-Oil-O en células HepG2.

Para determinar la CEspy la Emax, se utiliz6 como técnica de estudio la tincion de
Red Oil O, el cual es un compuesto lipdfilo, por lo que, debido a su comportamiento de
solucion, difunde hacia los lipidos del tejido o célula [*%1y permite conocer la concentracion
de los lipidos acumulados dentro de la célula ya sea por métodos colorimétricos o de

medicion de color en micrografias [1%8)

Para realizar esta tincion, una vez terminado el tiempo experimental, se retird el
medio de cultivo, se realizaron 3 lavados con PBS frio, se agregaron 500 pl de formalina al
10%, bofereada con PBS dejandola incubar por 60 min a temperatura ambiente. Pasado el
tiempo de incubacién se retird la formalina y se realizaron dos lavados con PBS frio.
Posteriormente se agregaron 500 ul de isopropanol al 60% (isopropanol/agua grado
milliQ)/pozo y se dejo reposar por 5 min. Pasando este tiempo, se afiadid la tincion de trabajo
de Red Qil O (200ul) (Stock de red oil O: 7mg en 200ml isopropanol al 100%; solucién de
trabajo: 6 partes de Stock por 4 partes de agua destilada) y se dejo reposar por 30 min. Se
lavaron los pozos hasta retirar el exceso y precipitado con PBS frio. Posteriormente se agregé
750 pl de isopropanol al 100% y se dejo6 incubar por 5 min, se retir6 el medio y se colocaron
159 ul en placas de 96 pozos, y se leyo en un lector de Elisa (VERSAmax Molecular Devices)

a 510 nm. Los valores se graficaron por la DO obtenida.

7.11 Cuantificacion de triglicéridos en lisados de
hepatocitos.

Los triglicéridos son la forma esterificada de los lipidos simples, almacenados en

Droplets, desarrollando esteatosis 8. Para cuantificarlos se utilizd un método colorimétrico
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que se basa en la degradacion del triglicérido hasta la formacion de quinoneimina, fendbmeno
que cambia de coloracién el medio con el Kit: Triglicéridos-LQ kit (QCA, Amposta,

Tarragona, Spain) 1% siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para realizar las cuantificaciones se retird el medio de cultivo y las células se lavaron
dos veces con PBS frio y se lisaron con un Buffer de lisis (Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM;
Tritonx-100 al 0,1%) (Sigma, St. Louis, MO, USA) a temperatura ambiente. Posteriormente
se centrifugaron a 2500rpm por 5 min y se obtuvo los sobrenadantes. Para la cuantificacion
se tomaron 2.5ul de muestra y se colocaron en placas de 96 pozos de fondo plano (Nunc
ImmunoPlate, MaxiSorp, Roskilde, Demark) a la que se le afiadié 250 ul de reactivo color,
se incub6 5 min a 37°C y se medid la absorbancia a 505 nm en un lector ELISA (Molecular

Devices, San Jose, CA, USA). La concentracion se calculé por:

A Problema/ A estandar X 200 mg/dl = Concentracion TG mg/dl.

7.12 Evaluacion de Resistencia a la insulina por el consumo
de 2-Deoxiglucosa.

Este procedimiento se basa en que el analogo de la glucosa 2-Deoxiglucosa (2-DG)
al entrar a la célula, es transformado en 2-Deoxiglucosa-6-fosfato por la hexoquinasa, el cual
no podréa ser metabolizado por lo que se acumula dentro de la célula de manera proporcional
a la captacion de glucosa hecha por las células. En este ensayo, la absorcién de 2-DG se
determinara mediante un ensayo enzimatico en el que se oxida el 2-DG6P, lo que da como
resultado la generacion de NADPH, que luego se determina mediante una reaccion de
amplificacion de reciclaje en la que el NADPH es utilizado por el glutatién reductasa en una
reaccion enzimatica acoplada que produce glutation. El glutation reacciona con DTNB para

producir TNB, que se detecta a 412 nm.

Para estos experimentos las células se sembraron en placas de 96 pozos (Nunc

ImmunoPlate, MaxiSorp, Roskilde, Demark), en las condiciones indicadas en el apartado 7.9
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y con el protocolo indicado en el apartado 7.4, anexando dos grupos mas 1) células sanas con
2DG + Insulina; 2) Células sanas sin 2DG e Insulina; 3) células sanas sin 2DG + insulina. El
consumo de 2-DG se realizd mediante un ensayo colorimétrico utilizando el kit Uptake 2-
DG (Sigma MAKO083) 1% siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, pasado
el tiempo experimental, se retird el medio y se incubaron por 40 min en buffer KRPH
(HEPES 20 mM, KH2PO4 5 mM, MgSO4 1 mM, CaCl> 1 mM, NaCl 136 mM y KCI 4,7 mM)
mas albumina bovina al 2%. Posteriormente, a los grupos correspondientes se les estimuld
con insulina 1 uM durante 20 minutos; y pasado este tiempo se afiadio 10 mM 2-DG, en que
medio KRPH y se incubaron por otros 20 minutos. Pasando el tiempo, se retir6 el medio y
las células se lisaron en ciclos de calentamiento-congelacion, con la solucion de reaccion A
(buffer de ensayo méas mezcla de enzimas en una proporcion de (8: 2); las placas se incubaron
a 37°C durante 60 minutos en la oscuridad; luego, se afiadio el buffer de extraccion y se dejo
reposar durante 5 minutos. La reaccion se detuvo afiadiendo la solucion de reaccion B (53%
de glutation reductasa, 42% de sustrato DTNB y 5% de mezcla de reciclado). La absorbancia
del producto de reaccion se medid a 412 nm. La concentracion de 2-DG fue calculado a partir

de una curva estandar.

7.13 Determinacion de glicerol en medio de cultivo.

Se cuantificé la concentracion de glicerol en el medio utilizando el kit de glicerol de
ensayo colorimétrico (Sigma, Cat. No. MAK117) (1071091101 Qe afiadieron 10 ul de medio de
cultivo de cada muestra a placas de 96 pozos y se agregaron 100 pl/pozo de Master Reaction
Mix; las placas se incubaron durante 20 min a TA, en la oscuridad. Luego, se midi6 la
absorbancia a 570 nm. La concentracion fue calculada a partir de una curva estandar usando

la siguiente ecuacion: C=(A570) muestra/pendiente

7.14 Determinacion de IL-6 y TNF-a por método de ELISA
en Sandwich.

Este procedimiento se basa en que la deteccion de citocinas por anticuerpos, lo que

permite conocer la concentracion de estas citocinas en el medio utilizando los Kits de IL6
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(ELISA MAX 430502) (Biolegend) y TNFa (BD OptEIA 555212). Brevemente, en placas
de 96 pozos de fondo plano (Nunc ImmunoPlate, MaxiSorp, Roskilde, Demark) se colocaron
100 pl por pozo de anticuerpo de captura a una concentracion de 1:500 y 1:250
respectivamente diluido en buffer de Carbonatos de sodio 0.1 M pH 9.5. Se incubé toda la
noche a 4 °C y al dia siguiente se realizaron 3 lavados con PBS-Tween 20 al 0.05%,
posteriormente se agregdé 100 ul de PBS-albumina al 1% se incub6 durante una hora a TA.
Al terminar el tiempo de incubacion, las placas se lavaron 3 veces con PBS-Tween. Se afiadid
100 ul de muestra o curva estandar en los pozos correspondientes y se incubo durante 2 horas,
después la placa se lavo 3 veces con PBS-Tween y se colocaron 100 pl por pozo de una
concentracion 1:500 y 1:250 del anticuerpo de deteccién en PBS-SFB 10% acoplado a la
enzima HRP y se incubd durante 1 hora. Pasado ese tiempo se realizaron 5 y 6 lavados con
PBS-Tween, se agregd el TMB (Life technologies, 002023) como substrato de la enzima y
se incub6 30 minutos a temperatura ambiente. La reaccion se detuvo con H2SO4 2 N. La
lectura de la absorbancia del producto de reaccidn se realizé a 450 en un lector de ELISA
(Molecular Devices, San Jose, CA, USA). Se determino la concentracién de proteinas por el
método estandar de Bradford (Sigma B6916-500ML).

7.15 Cuantificacién de Malonaldehido (MDA)

EL MDA proviene de é&cidos grasos poliinsaturados (PUFA), los cuales son
susceptibles a los ROS. Para que se forme el MDA, un hidrégeno es extraido por el radical
hidroxilo (HO¢), lo que forma radicales peroxilo lipidicos (LOO¢). Este radical reacciona con
un segundo PUFA, lo que forma un hidroperoxido lipidico (LOOH) y un segundo LOO-.
Todos los LOOe« formados robaran electrones con mas lipidos e ir&n formando un
endoperoxido ciclico, el cual se transformara en malonaldehido o 4HNE 111231 Se ha
reportado que el 1-metil-2-fenilindol reacciona con el maloaldehido (MDA) y los 4-
hidroxialquenales lo cual genera un cromoforo estable y el uso de acido clorhidrico da como
resultado un rendimiento Optimo de cromdforo producido a partir de MDA y de 4-
hidroxinonenal, el cual puede leerse a una ABS=586nm 141,
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Finalmente, en tubos eppendorf se colocaron 650uL de medio de cultivo y se afiadio
150 ul 1-metil-2-fenilindol [10 mM]. Se vortexearon las muestras para formar los
cromatéforos y se afiadieron 30ul de HCL al 37% para generar la coloracion, se volvié a
vortexear y se incubaron en obscuridad por 60 min (45°C). Pasado del tiempo de incubacion
se centrifugaron a 300g por 15 min (hasta obtener el sobrenadante). Finalmente se tomaron
150 ul del sobrenadante y se colocaron en placas de 96 pozos y se hicieron las lecturas en un
lector de ELISA a una ABS=586nm. Los resultados se calcularon con base en una curva
patron de Tetrametoxipropano (TMOP) [4, 3,2, 1, 0.5, 0.25 y 0.125 uM] y se graficaron en
base a la concentracion de proteinas medidas por medio del método estandar de Bradford
(Sigma B6916-500ML).

7.16 Analisis estadisticos.

Todos los parametros medidos se compilaron en Excel (Microsoft Co, Redmond WA, EE.
UU.). Los datos se presentan como diagramas de caja y bigotes. Las diferencias entre grupos se
analizaron con una prueba de ANOVA vy una prueba a posteriori de Tukey-Kramer. Todos los
datos se analizaron con el programa INSTAT para realizar los analisis uni y multivariados. Con

un valor de significancia de P<0.05.

8. RESULTADOS

8.1 CONCENTRACION DE ACIDO CINAMICO EN rSe-HA.

Con la intencion de conocer la cantidad de acido cinamico que contiene la CEso del
extracto rSe-HA que se obtendra en estudios posteriores se realiz6 por HPLC una curva patrén
utilizando un estandar de acido cinamico.

En la Figura 2, se muestra tanto el cromatograma del extracto (A) como del estandar
de acido cinamico comercial (B) utilizado como parametro. El estdndar de acido cinamico
tiene un RT de 16.892 min equivalente al del rSe-HA que fue de 16.940 (Fig. 2A, cuadros
verdes). Este resultado se verific6 comparando un espectro UV del rSe-HA y del acido
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cinamico estandar; ambos espectros mostraron una absorbancia méaxima de 278.1y 279.3 nm
respectivamente (recuadro de Fig 2A). Con base en la curva patron (Fig 2B) se obtuvo la
ecuacion de la recta (y= 97600 x + 29590) con una R?=1. Al despejar X de la ecuacion, y
sustituyendo el valor de Y por el espectro del extracto de rSe-HA (AU=232041) se determind
que el extracto de rSe-HA tiene una concentracién de acido cindmico de 1350 + 0,00 pg/g.
Con base en estos resultados, calculamos cuantos pg de acido cindmico hay en cada gramo,
dando como resultado 1350ug/g. Este valor nos permitié calcular que por cada gramo de

extracto se tiene 1.35 mg de &cido cinamico (Fig.2C).
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FIG. 2 CARACTERIZACION CROMATOGRAFICA DEL ACIDO CINAMICO. A) Acido cinamico
(Sigma-Aldrich) (RT = 16.692); Extracto hidroalcoholico de las raices de S. edule (rSe-HA) (RT = 16.940); B)
Curva patron de acido cindmico Std con la ecuacion de la recta. C) concentracién de &cido cinamico al despejar
X de la ecuacién y sustituyendo el valor de Y por el AUC del rSe-HA. A=278.1;279.3 nm
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8.2 ElrSe-HA NO ES TOXICO PARA LAS CELULAS HepG?2.

Previo al célculo de la CEso y para validar los resultados de esta, primero se evaluo
la toxicidad del extracto en las concentraciones propuestas [ 0.18, 0.37, 0.75, 1.5 3 pg/mL].
Para ello se realizaron dos pruebas de viabilidad celular: Con un colorante de exclusion (azul
tripano) y concentracion de TGP/ALT en medio que implica necrosis 2, que es un indicador
de la actividad metabdlica [, Estas evaluaciones se realizaron a las 24 horas dado que es

el tiempo que se exponen las células al extracto.

La Figura 3 muestra que ningun tratamiento afecto la viabilidad de las células (panel
A-C) a excepcidn del DMSO (control de muerte) después de 24 horas de cultivo. En el panel
A, B se presentan los resultados obtenidos por la técnica de azul tripano, en los que se observa
que, al final del cultivo, la cantidad de células vivas aumento significativamente (P<0.001) 5
veces con respecto a las células sembradas en un origen (tiempo cero), mientras que las
células cultivadas con DMSO presentaron una disminucion significativa de células vivas de
un 46.5% con respecto a las sembradas en el tiempo 0. Este resultado concuerda con lo
observado para la necrosis, en los que no se observan diferencias significativas entre las
células tratadas con las diferentes concentraciones del extracto y las células sin tratamiento
(panel C). Estos resultados indican que las concentraciones del extracto a evaluar son inocuas

para las células
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FIG.3EFECTO DE LOS TX SOBRE LA VIABILIDAD CELULAR. A) Conteo de células vivas por azul
tripano, que fueron tratadas por 24 horas con; solo medio suplementado (Sin Tx); con DMSO 60%, (control de
muerte); acido oleico ImM (AO); Metformina 2mM (Met) y rSe-HA [3, 1.5, 0.75, 0.37,0.18ug/ml]. Barras
azules = inicio del experimento (Ohrs); Barras rojas= final del experimento (24hrs). Se observan que no hay
diferencias significativas entre los grupos a excepcion del control de muerte (DMSO). B) Cantidad de células
muertas, donde el grupo con DMSO fue el Gnico que aument6 la cantidad de células comparados con los demaés
grupos. C) Cuantificacion de TGP/ALT en medio de células HepG2 Sin Tx, y de células tratadas con DMSO
(60%); AO (IMm); MET (2mM); rSe-HA [3, 1.5, 0.75, 0.37,0.18ug/ml]. El Unico tratamiento que amento a
concentracion de TGP en medio, fue el DMSO comparadas los demés tratamientos. Las diferencias entre grupos
se realizaron con una prueba de ANOVA y una prueba a posteriori de Tukey-Kramer. Con un valor significativo

de P<0.001(literales diferentes); literales iguales no hay diferencia.
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8.3 LA CEsy DE 0.20 ug/ml ES EFICIENTE PARA EVITAR Y
REVERTIR LA ACUMULACION LIPIDICA.

La acumulacion de lipidos es el paso inicial para la induccion del dafio hepatico, por
esta razon es el parametro sobre el cual se calcula la concentracion efectiva 50 (CEso) del
extracto como preventivo y terapéutico. EI pardmetro que se utiliz6 para este calculo fue la
concentracion de Red-Oil-O dentro de las células que fueron sometidas a los diferentes

tratamientos.

En la Figura 4 se observan los resultados obtenidos de la técnica de Red Oil O, e
indicaron que después de 24 de exposicion al OA la absorbancia fue de 1.4 (Panel A,B),y a
las 48 fue de 2.4 (Panel B) siendo ambas significativamente mayor que el grupo Sin Tx. Al
evaluar la concentracion de 0.18 pg/ml y de 0.37 pg/ml del extracto (reparador, panel Ay B)
como la MET, disminuyeron este pardmetro de manera significativa (p=0.001) llevandolo al
nivel del control Sin Tx. lo que implica una disminucién del 33.55% y 336.5% con respecto
a la presentada a las 24 horas. Por otro lado, las otras concentraciones analizadas no
mostraron este efecto, ya que la concentracién de 0.18 (panel B, modelo reparador) la
disminuy6 un 80% (p=0.001) llevandolo a niveles méas bajos con respecto a los controles. La
concentracion de 0.75 (panel A y B) en el modelo preventivo no hubo diferencias con
respecto al grupo AO y en el modelo reparador solo tuvo una ligera disminucion (6.6%).
Finalmente en ambos modelos desde la concentracion de 1.5y 3 pug/ml ya no hubo efecto, ya

que la ABS era igual que a las 24 horas de exposicion al OA.

En el panel C y D se observa el efecto de la concentracién del AO con respecto a la
absorbancia, tanto del AO solo como del AO-MET u AO-rSe-HA. La CEso para rSe-HA es
de 0.20 pg/ml para ambos modelos, lo que contiene 0.27 ng/ml de acido cinamico, de la
MET es 0.8 pg/ml mientras que la relacién concentracion-respuesta del OA es de 1 ug/ml.

Por otro lado, las Emax son de 0.7,1.4 y 3.3 ug/ml respectivamente.
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FIG .4 OBTENCION DE LA CEso. DO de la acumulacion de lipidos por Red Qil O. A) Modelo preventivo; células HepG2 Tx por 24 hrs, con AO mas
MET 2mM 6 3,1.5,0.75,0.37,0.18 pg/ml de rSe-HA. C) Modelo terapéutico; células HepG2 Tx por 24 hrs solo con AO para inducir esteatosis y otras 24 hrs con
AO mas MET 2mM 6 0.18, 0.373, 0.75, 1.5 y 3 ug/ml de rSe-HA. En ambas se observa un efecto dosis dependiente, ya que en cuanto menor sea la concentracion
mas eficiente es el rSe-HA para llevar a niveles basales la acumulacién de lipidos. Mientras que a mayor concentracion no revierte la esteatosis, pero si evita el
efecto por otras 24 horas con AO. B y D) obtencion de la CE para modelo de proteccion (0.18 ug/ml) y de 0.37 pug/ml como terapéutico. Las diferencias entre
grupos se realizaron con una prueba de ANOVA y una prueba a posteriori de Tukey-Kramer. Con un valor significativo de P<0.001 (literales diferentes); literales

iguales no hay diferencia.
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84 EL rSe-HA EVITA LA ESTEATOSIS.

Los AGs al entrar al hepatocito son esterificados en TGs con la intencion de que estos
no afecten el metabolismo celular e induzcan su muerte®°1%1 Con la intencion de
determinar si el rSe-HA evita esta esterificacion, se cuantificd la concentracion de TGs en
lisados de hepatocitos, a través de un Kit colorimétrico.

En la figura 5 se observa que la [0.20ug] de rSe-HA evitan (panel A) y revierte (panel
B) la esterificacion de los triglicéridos. Al analizar el grupo tratado solo con AO se observa
un aumento significativo (P<0.01) en la concentracion de TGs en el hepatocito comparado
con el grupo Sin Tx (panel A). Mientras que el grupo de MET y la [0.20 pg/ml] del rSe-HA
tanto en el modelo de proteccion (panel A) como en el de reparacion (panel B) evitan la
generacion de triglicéridos o restauran el nivel de TGs a niveles basales ya que pese a que

estas células fueron expuestas previamente al AO por 24 hrs mantienen la concentracion de
TGs asi como lo hace el grupo Sin Tx
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FIG . 5 CUANTIFICACION DE TGs EN LISADOS DE HEPATOCITOS HepG2. Respuesta de los Tx al ser
sometidos por 24 y 48 hrs con AO [1mM] obtenido en lisados celulares y con el kit TGs LQ. A) Modelo de Proteccion;
células HepG2 Tx por 24 hrs, con AO [ImM] mas MET 2mM ¢ 0.20 ug/ml de rSe-HA. Se observa que el grupo tratado
solo con AO aumenta a la 24 hrs la esterificacion de lipidos a TGs dentro del hepatocito, mientras que la MET y el rSe-HA
mantienen los TGs a niveles basales como se ve en el grupo Sin Tx. B) Modelo de Reversidn; células HepG2 Tx por 24 hrs
solo con AO para inducir esteatosis y otras 24 hrs con AO mas MET 2mM 0.20 ug/ml de rSe-HA. El grupo con AO aumenta

la concentracion de TGs de las 24 a las 48 hrs, por lo que podria deberse a mayor tiempo de exposicién mayor cantidad de
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lipidos estan siendo esterificados, mientras que la MET y el rSe-HA no solo evitan este aumento, si no que revierten la
estetosis ya inducida (primeras 24 hrs de exposicién con AQO). Las diferencias entre grupos se realizaron con una prueba de
ANOVA y una prueba a posteriori de Tukey-Kramer. Con un valor significativo de P<0.001 (literales diferentes); literales

iguales no hay diferencia.

85 EL rSe-HA AUMENTO LIPOLISIS.

La lipolisis es el proceso mediante el cual se rompen biomoléculas como triglicéridos
para forma 3 4cidos grasos y un glicerol 11181 Este proceso inicia ya sea por i) necesidad
energética; ii) por RI o iii) farmacos lipogénicos como la MET 101161 Con la intencion de
averiguar si la disminucién de triglicéridos dentro del hepatocito se debe a su degradacion
(lipolisis), se midio la concentracion de glicerol en al medio de cultivo obtenido de ambos

modelos a través de técnicas colorimétricas con ayuda de un kit colorimétrico especifico.

La figura 6 muestra que el rSe-HA incrementa la lipolisis ya que aumenta la
concentracion de glicerol en el medio de cultivo de manera significativa (P<0.001) con
respecto al control de AO y Sin Tx. Esto se corroboro a partir del andlisis del grupo tratado
solo con AO vs Sin Tx (panel A) ya que el primer grupo aumentd significativamente
(P<0.001) un 16% la produccién de glicerol con respecto al grupo Sin Tx. Por otro lado,
mientras que en el panel A aumenta la concentracion de glicerol, en el modelo terapéutico
este valor baja significativamente un 20%. Las células expuestas a la MET+AO por 24 hrs
(panel A) aumentan significativamente (P<0.001) un 40% la produccion de glicerol con
respecto al grupo Sin Tx. Sin embargo, cuando se reta con este mismo Tx a las células
esteatoticas (panel B) solo aumentd significativamente un 20% la concentracion de glicerol
de manera contraria a lo que se observa en el panel A. De manera interesante el rSe-HA
como preventivo aumento significativamente (P<0.001) un 35% la produccion glicerol con
respecto al grupo Sin Tx (panel A) y aunque no llego a niveles como los de la MET (panel
A), cuando se retd en células esteatoticas (panel B) por 24hrs mas el rSe-HA siguid

manteniendo los niveles de glicerol como en el panel A dado que aument6 un 30%.
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FIG .6 CUANTIFICACION DE GLICEROL. Respuesta de las células al ser sometidas por 24 y 48 hrs con
los Tx sobre la produccion de glicerol en medio de cultivo. A) Modelo Preventivo; células HepG2 Tx por 24
hrs, con AO [ImM] mas MET 2mM 6 0.20 ug/ml de rSe-HA. Se observa que el grupo tratado solo con AO
aumenta a la 24 hrs el glicerol en medio, mientras que la MET y el rSe-HA aumentan ain més el glicerol que
el AO. B) Modelo terapéutico; células HepG2 Tx por 24 hrs solo con AO para inducir esteatosis y otras 24 hrs
con AO mas MET 2mM 0.20 ug/ml de rSe-HA.. El grupo con AO no aumenta la concentracién de glicerol como
en el modelo de proteccion, por lo que podria deberse a que a mayor tiempo de exposicién esta afectando el
metabolismo del hepatocito, mientras que la MET y el rSe-HA aumentan la concentracion de glicerol. Las
diferencias entre grupos se realizaron con una prueba de ANOVA y una prueba a posteriori de Tukey-Kramer.

Con un valor significativo de P<0.001 (literales diferentes); literales iguales no hay diferencia.

851 El rSe-HA AUMENTO EL PODER REDUCTORASOCIADO
A LA LIPOLISIS.

En 2017 Rai y cols., reportaron que el ensayo de MTT utilizado de manera comin
como un indicador de viabilidad y proliferacion celular, en realidad no lo mide, sino que
determina el estado de activacion o inactivacién metabolica, asi como el estado redox de las
células a través de la reduccion de MTT a formazan 771, Con el objetivo de evaluar si la CEso
del rSe-HA aumenta el estado reductor de las células esteatoticas, se cuantificd la

concentracion de formazan en las células sometidas a los diferentes tratamientos.
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En la figura 7 A, se observa que la CEso del rSe-HA y la MET, utilizados de manera
preventiva, a las 24 hrs incrementaron significativamente (P<0.001) la produccion de
formazan comparadas con los controles. Al evaluarlo en condiciones terapéuticas (panel B)
se observa que, después de 24 hrs del tratamiento, tanto del rSe-HA como la de la MET,
aumentaron significativamente (P<0.001) la concentracion de formazan contrarrestando el
efecto del AO. En ambas condiciones experimentales el AO disminuye significativamente
(P<0.001) la concentracion de formazan.
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FIG . 7 CUANTIFICACION DE FORMAZAN. Respuesta de las células al ser sometidas por 24 y 48 hrs
con los Tx sobre la produccion de formazan en células. A) Modelo Preventivo; células HepG2 Tx por 24 hrs,
con AO [ImM] mas MET 2mM 6 0.20 ug/ml de rSe-HA. El grupo tratado solo con AO disminuye a la 24 hrs
la produccion de formazan, mientras que la MET y el rSe-HA lo aumentan. B) Modelo terapéutico; células
HepG2 Tx por 24 hrs solo con AO para inducir esteatosis y otras 24 hrs con AO mas MET 2mM 0.20 ug/ml de
rSe-HA. El grupo con AO no aumenta la concentracion de glicerol como en el modelo de proteccion, mientras
que la MET vy el rSe-HA aumentan la concentracion de formazan. Las diferencias entre grupos se realizaron
con una prueba de ANOVA y una prueba a posteriori de Tukey-Kramer. Con un valor significativo de P<0.001

(literales diferentes); literales iguales no hay diferencia.
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8.6 EL rSe-HA EVITA LA EXPRESION DE TNFa e IL6.

Se ha reportado que en la esteatosis se producen citocinas como el TNFa y la IL6, las
cuales participan en el desbalance en la acumulacion de grasa dentro de la célula, ademas de
inducir resistencia a la insulina (apartado 1.1.1). Con la intencion de evaluar si el extracto
ayuda a controlar este proceso a través de la produccion de TNFa y la IL6, estas se midieron

en el medio de cultivo por la técnica de ELISA en sandwich.

En la figura ocho se observa que el extracto evita el aumento en la concentracion de
las citocinas medidas a pesar del estimulo del AO. Como preventivo evito su produccién (A
y C) ya que mantuvo su concentracion significativamente igual que el grupo Sin Tx. Por otro
lado, cuando se retd la CEso del rSe-HA a células esteatoticas (B y D), a pesar de que a las
24 horas habian incrementado significativamente (P<0.001) el 70 y 50% maés la
concentracion de TNFa e IL6 respectivamente, después del tratamiento con el extracto+AO
se redujeron al nivel del grupo Sin Tx. Esto se corrobor6 al comparar el grupo Sin Tx vs AO,
ya que el AO increment¢ significativamente (P<0.001) a las 24 hrs la concentracion de TNFa
e IL6 un 80y 70% (panel A,C) con respecto al grupo Sin Tx; y cuando se aplico el AO por
otras 24 hrs (modelo terapéutico, panel B,D) se observa un ligero aumento aunque no
significativo en la concentracion de TNFa (B), sin embargo, al analizar la concentracion de
IL6, esta si incremento significativamente 3 veces mas que el mismo AO a las 24 hrsy 5
veces mas que el grupo Sin Tx. La MET asi como el rSe-HA, mantuvo a niveles basales (Sin
Tx) las dos citocinas medidas en los 2 modelos.
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FIG . 8 CUANTIFICACION DE CITOCINAS. Respuesta de las células al ser sometidas por 24 y 48 hrs
con los Tx sobre la produccion de TNFa e IL6 en medio de cultivo. A) Modelo preventivo; células HepG2 Tx
por 24 hrs, con AO [ImM] mas MET 2mM ¢ 0.20 pug/ml de rSe-HA. Se observa que el grupo tratado solo con
AO aumenta a la 24 hrs ambas citocinas, mientras que la MET y el rSe-HA evitaron esta produccion siendo asi
no significativas con el grupo Sin Tx. B) Modelo Terapéutico; células HepG2 Tx por 24 hrs solo con AO para
inducir esteatosis y otras 24 hrs con AO mas MET 2mM 0.20 ug/ml de rSe-HA. El grupo con AO vuelva a
aumentar la concentracion de citocinas como en el modelo de proteccion, mientras que la MET y el rSe-HA
evitan esta produccion. Las diferencias entre grupos se realizaron con una prueba de ANOVA y una prueba a
posteriori de Tukey-Kramer. Con un valor significativo de P<0.001 (literales diferentes); literales iguales no

hay diferencia.
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8.7 EL rSe-HA EVITA O VENCE LA RESISTENCIA A LA INSULINA.

La resistencia a la insulina es una condicién clinica que no permite al hepatocito
ingerir y almacenar glucosa; y las obliga a entrar en lip6lisis de manera constante [*") 1o que
aumenta los ROS hasta desarrollar estrés oxidante, fall6 mitocondrial y finalmente las lleva

a su muerte 1181,

Con la intencion de determinar si la CEso del rSe-HA evita o vence la RI, se midio la
concentracion de 2-DG6P (analogo de glucosa) dentro de las células %) En condiciones
preventivas el rSe-HA aumentd significativamente (P<0.001), con respecto a los controles,
la concentracion de 2-DG6P dentro de la célula, lo que se relaciona con un incremento de la
sensibilidad de esta pese a la presencia del AO. Por otro lado, en condiciones terapéuticas
(panel B) el rSe-HA no solo restaurd el consumo de 2-DG6P sino que incrementd
significativamente (P<0.001) la sensibilidad de la célula hacia el consumo de dicha molécula,
lo que se observa por el increment6 de 2DG6P dentro de los hepatocitos. En ambas
condiciones el AO disminuyd significativamente (P<0.001) con respecto al control el
consumo de 2DG6P.

+

PREVENTIVO TERAPEUTICO
Inicio 24 hrs Inilcic 24Ihrs 48 :\rs
I | I 1 1
! 1
AO-BSA
AO-BSA+ Tx R
b
a) c ) 120 c
120 100 a c
S 100 a ¢ = +
o =
£ % E 30 * + b b
2 g * b & -
: 2 60 L o= L -
3 5
<
% 40 N 40
a 8 20
& 20 a
0 ‘ 0
. + + + 24n ‘ ash | 24an ‘ agh | 24n | 48h | 24n ‘ 48h
Insulina 1uM N * : * SinTx A0 MET rse-HA
+

2-DG 10 mM
MET 2 mM ) - - AO 1mM N
rSe-HA (ug/m _ - - .20 ug/ml Insulina 1uM
) - 2DG10mM +
MET 2 mM

+ + +
+ + +

+
+
+

+
+ + 4+

+
+
+

rSe-HA (ug/ml) - - - - _ - .20ug/mi

FIG . 9 CUANTIFICACION DE 2-DEOXIGLUCOSA-6-FOSFATO. Respuesta de las células al ser
sometidas por 24 y 48 hrs con los Tx sobre el consumo de glucosa (2DG). A) Modelo preventivo; células HepG2

Tx por 24 hrs, con AO [1mM] (caja roja) mas MET 2mM (caja amarilla) 6 0.20 pug/ml de rSe-HA (caja verde).
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El grupo tratado solo con AO disminuye la concentracion de 2DG6P que fue transformado a partir del 2DG
consumido, mientras que la MET vy el rSe-HA aumentan significativamente la concentracion con respecto al
grupo Sin Tx y AO. B) Modelo terapéutico; las células HepG2 fueron Tx por 24 hrs, solo con AO [ImM] o con
medio de mantenimiento (Sin Tx) (cajas azules), y por otras 24 (48 hrs) con AO [ImM] mas MET 2mM 6 0.20
ug/ml de rSe-HA (cajas rojas). El grupo con AO redujo la concentracién de 2DG6P tanto a las 24 y mantuvo
estos valores a las 48hrs, mientras que la MET y el rSe-HA pese al bajo consumo de glucosa a las 24 hrs
aumentan la concentracion incluso mas que el grupo Sin Tx, controles de técnica y AO. Las diferencias entre
grupos se realizaron con una prueba de ANOVA y una prueba a posteriori de Tukey-Kramer. Con un valor

significativo de P<0.001 (literales diferentes); literales iguales no hay diferencia.

8.8EL rSe-HA EVITA EL ESTRES OXIDANTE.

La oxidacion de lipidos ya sea por la Rl o la inducida por farmacos antilipogénicos
producen ROS, los cuales llevan a un estado de EO; durante este proceso los &cidos grasos
poliinsaturados son los que mas sufren dafio por estas moléculas; lo que lleva a la formacion
de peroxidos de lipidos como el malonaldehido (MDA)!!. EI MDA es un marcador de estrés
oxidate y se relaciona con la muerte celular, dado que al descomponer la membra esta se
rompe y la célula muere por necrosis. Por lo tanto, con la intencién de conocer el efecto
antioxidante del rSe-HA se cuantificd la concentracion de MDA tanto en medio como en

lisados celulares.

Lafigura 10 A indica que el rSe-HA evita significativamente (P<0.001) la produccion
de MDA comparado con el grupo AO, razén por la cual no tiene diferencias con el grupo Sin
Tx. Cuando se retd nuevamente el rSe-HA en células enfermas (panel B) redujo de manera
significativa (P<0.001) la concentracion de MDA comparado con el grupo AO. Esto se
corrobor6 al comprar la concentracién de MDA del grupo con AO y Sin Tx (panel A, B), lo
que nos dice que el AO induce significativamente (P<0.001) un 20 y 30% mas la generacién
de MDA a las 24 y 48 hrs respectivamente. Mientras que la MET, se observa un incremento
significativo (P<0.001) de un 15% y 16% de MDA comparado con el grupo Sin Tx y del rSe-

HA (panel A, B), llegando a niveles en como el del AO.
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FIG . 10 CUANTIFICACION MDA. Respuesta de las células al ser sometidas por 24 y 48 hrs con los Tx
sobre el consumo de glucosa (2DG). A) Modelo preventivo; células HepG2 Tx por 24 hrs, con AO [1mM] (caja
roja) mas MET 2mM (caja amarilla) 6 0.20 ug/ml de rSe-HA (caja verde). Se observa que el grupo tratado con
AO y MET aumentan la concentracion de MDA comprados con el Sin Tx, mientras el rSe-HA disminuye y
evita de manera significativa la concentracion de MDA. B) Modelo terapéutico; las células HepG2 fueron Tx
por 24 hrs, solo con AO [1mM] o con medio de mantenimiento (Sin Tx) (cajas azules), y por otras 24 (48 hrs)

con AO [ImM] més MET 2mM 6 0.20 pg/ml de rSe-HA (cajas rojas). El grupo con AO aumentd la

concentracion de MDA a las 24 y mantuvo estos valores a las 48hrs, al igual que la MET; mientras que el rSe-

HA evita la produccién de MDA. Las diferencias entre grupos se realizaron con una prueba de ANOVA y una

prueba a posteriori de Tukey-Kramer. Con un valor significativo de P<0.001 (literales diferentes); literales

iguales no hay diferencia.
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9. DISCUSION.

La esteatosis hepatica es una enfermedad metabolica que abarca la acumulacién de
grasa dentro del hepatocito, lo que lo lleva a un estado prooxidante y proinflamatorio que, a
la larga, por un lado, potencia el sindrome metabdlico del cual suele ser parte, como el
desarrollo de enfermedades mucho mas graves como la NASH vy cirrosis. Dadas las
condiciones multifactoriales y la complejidad de la NAFLD y la contribucién del estrés
oxidante y la generacion de citocinas como el TNFa e IL6 en su desarrollo, los
fitomedicamentos son una buena opcidn para su control, ya que al estar compuestos por
multiples moléculas con diferentes blancos terapéuticos pueden actuar como reductores de
grasa potenciando la lipolisis, reduciendo la aucmulacion de especies reactivas de oxigeno y
ademas evitando el ambiente proinflamatorio, lo que evitaria la polifarmacia. Trabajos
previos han demostrado que el extracto hidroalcohdlico [y la fraccion acetonica [ de la
raiz de S. edule evitan el dafio hepatico inducido por la aplicacién crénica de angiotensina Il
en raton 1% 12001 En este trabajo analizamos el efecto del extracto en condiciones clasicas de
generacion de NAFLD que es por la accion del AO que es el lipido mas abundante en
personas con SM vy al que se le ha relacionado con el desarrollo de esta patologia. Es
importante aclarar que el desarrollo de NAFLD o NASH es diferente en las 2 condiciones ya
que cuando se induce por ANGII el desarrollo de las patologias se va principalmente sobre
la disfuncién mitocondrial y la activacién de factores de transcripcion lipogénicos como
SREBP2, mientras que cuando se utiliza AO la induccion se relaciona principalmente con la
activacion de factores de transcripcion como PPARy, SREB1c aunado a la saturacién
catabdlica de la célula y al ambiente proinflamatorio. Por esta razon, se consideré retar al
rSe-HA en el modelo de OA para disminuir la esteatosis, estrés oxidante y la produccion de

citocinas proinflamatorias en hepatocitos HepG2.

De manera interesante la CEsg calculada para el extracto y utilizada a lo largo de este
trabajo, es mas baja que la de la MET para ambas condiciones (panel C, D) lo que indica que
rSe-HA es mas potente para evitar y revertir la acumulacion de lipidos inducida por el AO
que la MET, ya que entre mas baja sea la CEso del farmaco a evaluar, es mas potente es para
llegar al efecto esperado 1261,
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Por otro lado, si comparamos la concentracion utilizada en este proyecto con respecto
a las concentraciones evaluadas por otros autores de partes aéreas en modelos in-vitro 1051,
la raiz es mas potente; ya que las concentraciones de partes aéreas son de 1 mg/ml a 5 mg/ml
(1951 mientras que de la raiz fue de 0.20ug/ml lo que implica solo la 42 y 5% parte de las
concentraciones mencionadas. El célculo de la concentracion de &cido cindmico presente en
la CEso del rSe-HA (0.27 ng/mL) permitira estandarizar en futuros estudios la concentracion
efectiva a utilizar. Ademas, si también se compara la concentracion de acido cinamico (0.27
ng/mL) presente en la CEsg del rSe-HA, con respecto a otros estudios in-vitro donde utilizan
acido cindmico comercial; la concentracion usada por estos autores es mucho mayor, ya que
utilizan entre 25 y 200 uMI Por lo tanto, esto indica su eficiencia y potencia
farmacoldgica; ademas, se ha reportado que el &cido cindmico sintético a mayor dosis
administrada y de manera constante posee efectos toxicos, por lo que lo ideal son
concentraciones bajas [*84, tal y como se encuentra en la CEso del rSe-HA.

Una vez establecida la CEso para ambos modelos, se evalud su efecto sobre la
esterificacion de lipidos a Triglicéridos, los cuales son los responsables de hacer disfuncional
el hepatocito [ 39 | a figura 5 muestra que el grupo de células tratadas con AO
incrementaron la concentracion de TGs en ambos modelos (panel A y B), lo cual concuerda
con diferentes autores, quienes reportan que el AO aumenta la produccion de TGs [76:1401,
Esto se debe a que el AO activa a factores de transcripcion lipogénicos como PPARy y
SREBP1c. El AO los activa por dos vias distintas ii) se une a la subunidad de unién al ligando
de PPARY y ii) activa la via proinflamatoria la cual al producir citocinas como TNFa va a
activar a SREBP1c B+%7, Cuando se empled la CEso del rSe-HA para evitar y revertir la
esteatosis inducida por el AO, el extracto no solo evito el aumento en la concentracion de
TGs, sino también redujo los TGs de las células expuestas previamente al AO (Fig 5 A, B).
Este efecto concuerda con lo reportado por diferentes autores, quienes al evaluar el efecto
antilipogenico de partes aéreas de Sechium edule in-vivo e in-vitro observaron que reduce la
acumulacién de lipidos [18,108,135,136,138] y al evaluar el modo de accion proponen que
es por la inactivacion de SREBP1c, SREBP2 y PPARy [109110135136138] " Con pase en lo
anterior, y a lo reportado por diferentes autores indican que algunas de las moléculas que
conforman el rSe-HA como el acido cindmico, el acido cumarico, la apigenina, el

metiltetradecanoato, el &cido hexadecanoico, el escualeno y estigmasterol %21 disminuyen
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la acumulacion y esterificacion de TGs, a través de la inactivacion de factores de
transcripcion como SREBP1c, SREBP2 y PPARy 141150 por |o tanto, se propone que estos
compuestos estuvieran confiriendo el efecto anitilopogenico al extracto. Por otro lado, al
analizar el efecto de la metformina, un farmaco recetado para el control del higado graso
(1711721731 y que en este estudio se utiliz6 como control farmacoldgico para validar el efecto
del rSe-HA como antilipdgenico; se observa como redujo la concentracion de TGs en
hepatocitos HepG2 esteatoticos inducido por el AO (Fig 5 A, B). Este efecto concuerda con
diferentes autores quienes reportan que disminuye los triglicéridos por la inactivacion de
SREBP1c, SREBP2 y PPARy 1711721731 por esta razon, se podria proponer que el rSe-HA
tiene un efecto antilipogénico como la MET ya que podrian estar actuando de la misma

forma, lo que lleva a la disminucion de lipidos por ambos tratamientos.

El efecto antilipogénico no solo consiste en la inactivacion de la lipogénesis, sino
también en la activacion de la lipolisis [107: 109.110.116] por |o tanto, con el objetivo de conocer
si el rSe-HA evita y reduce la acumulacién de TGs por la activacion de la lipolisis, se
cuantificd la concentracion de glicerol, el cual es liberado por la ruptura de los TGs [207: 1091,
La figura 6 indica que el AO a las 24 hrs aumenta la concentracion de glicerol comparado
con las células sanas (Fig 6 A), y este valor baja significativamente a las 48 hrs (Fig 6 B).
Estos resultados concuerdan con Lu y cols., (2012), quienes reportan que al incubar
hepatocitos con acidos grasos por 24 hrs se aumenta la concentracion de glicerol y este valor
disminuye a las 48 hrs, comparados con su control 3. Estos autores proponen que a las 24
hrs las células comienza a ser menos eficiente por la saturacion enzimatica y a las 48 hrs ya
son incapaces de romper los TGs 14781 como consecuencia del dafio mitocondrial y del
reticulo endoplasmico liso (REL) 51, Esta condicion, permite que la sintesis de lipidos sea
mas eficiente 521 [levando a una baja concentracion de glicerol, como se observa en la Fig 6
B. Mientras que, al analizar el efecto del rSe-HA y la MET, ambos Tx aumentan la
concentracion de glicerol (Fig 6 A, B), lo que indica que ambos Tx estan induciendo la
ruptura de los TGs. Otra forma de evaluar el estado de activacion/inactivacion del
catabolismo de lipidos, es a través del estado redox de las células, ya que cuando hay
formacion de moléculas (anabolismo) incrementa el estado oxidantel!82 1831 y disminuye el
estado reductor; mientras que cuando se degradan macromoléculas (catabolismo) el estado

oxidante baja y el poder reductor incrementa (182183 por esta razon se evalud a través de
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MTT el poder reductor, dado que muchas de las enzimas reductoras son las que transforman
el MTT a formazan 17628101 por |o que la concentracion de formazan se relaciona con el
aumento o disminucion de glicerol. En la figura 7, se muestra como el AO a las 24 hrs
disminuye la concentracion de formazan comparado con las células sanas, y este valor a las
48 hrs vuelve a bajar de manera significativa. Como se ha mencionado el AO satura la
actividad mitocondrial y del REL a las 24 hrs y, a las 48 hrs de exposicion, la misma
saturacion metabolica causan dafio en estos organelos, condicion que deteriora la
degradacion de lipidos en las células y aumenta su formaciont**%78l: razén por la cual
probablemente no aumento la concentracion de formazan ya que esta incrementando el poder
oxidante. Cuando se analizd el efecto del rSe-HA y de la MET sobre la produccion de
formazan en presencia de AO, ambos Tx aumentaron de manera significativa su
concentracion. Esto indica que muy probablemente estan aumentando el poder reductor, y ya
que también aumentan la concentracion de glicerol, indicaria que asi como se estan formando
los TGs la célula los esta degradando, (Fig 6 A) razon por la cual ambos Tx evitan el aumento
de TGs (Fig 5 A). Finalmente, cuando se ret6 el rSe-HA y la MET en células esteatoticas,
ambos incrementaron la produccién de formazan y de glicerol (Fig 6); lo que indica que muy
probablemente también estan aumentando el poder reductor, lo que se relaciona con la baja
concentracion de TGs (Fig 5 B) y el aumento de glicerol (Fig 6 B). La metformina, un
farmaco antilipogénico por excelencia [#48%%1 reduce la acumulacion de lipidos y TGs
[140.141.142] nor |a activacion de la lipdlisis a través de la activacion de AMPK por su
fosforilacion en el residuo Thri’2 8485881 o que lleva a un aumento en la concentracion de
glicerol 211, La AMPK es una cinasa implicada en la activacion del catabolismo (lipolisis) y
la inactivacion del anabolismo (lipogénesis) 1“1 y es blanco terapéutico de muchos
farmacos antilipogénicos, y se ha demostrado por otros autores que los extractos acuosos y
etanolicos de partes de areas de S. edule, también son eficientes para activar a AMPK por la
fosforilacion del residuo Thri72 2351371 Algunos de los compuestos del rSe-HA como el acido
cinamico, el acido cumarico, la apigenina, el metiltetradecanoato, el acido hexadecanoico, el
escualeno y estigmasterol, han sido evaluados por diferentes autores y han sido eficientes
para disminuir la concentracion de lipidos y TGs al activar a AMPK a través de la
fosforilacion del residuo Thrl7? [141.142.147.150154-158] " Con phase en lo anterior, se cree que el

rSe-HA tiene una actividad antilipogenica como la MET ya que i) evita la acumulacion y
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esterificacion de TGs, ii) activa la lipolisis aumentando la concentracién de glicerol y iii)
aumentan el estado reductor. También proponemos, que muy probablemente gracias a sus
multiples compuestos quimicos, ejerce un modo de accidn sobre la activacion de i) enzimas
reductoras (CYP450) 1331351 ji) AMPK a través de la fosforilacion del residuo Thri™

[141,142,147.150,154-158] "aynado a la inactivacion de la lipogénesis.

Otra condicion que se genera durante el dafio hepatico es la produccion de
mediadores proinflamatorios como, TNFa e IL6, las cuales tienen un papel preponderante en
el desarrollo de esteatosis hepatica [2% 3%y R| [26381 Al evaluar su presencia en el medio de
cultivo de células expuestas al AO, estas aumentaron la concentracién de ambas citocinas.
Esto se debe a que el AO induce la salida de la cisteina proteasa B (Catepsina B) que sale de
los lisosomas al citosol 21221 |a cual activa a NFKB a través de la disociacion y degradacion
de Ikk o/B, lo que lleva al hepatocito a producir citocinas proinflamatorias como TNF-a e
IL6 21221 El rSe-HA evité y redujo la concentracion de manera significativa de ambas
citocinas proinflamatorias (Fig 7 A, D), lo que se puede deber a que muchos de los
compuestos quimicos de la planta como el acido cinamico, el acido cumarico, la apigenina,
el metiltetradecanoato y el estigmasterol %1 inactivan a NF-xB mediante la supresion de la
fosforilacion de p65 (15°-1641 1o que evita que se transloque al nicleo evitando asi la expresion
de genes involucrados en la sintesis de citocinas proinflamatorias. La metformina también
demostré evitar y reducir esta concentracion de las citocinas proinflamatorias (Fig 7 A, D);
lo cual concuerda con lo reportado en el 2016 por Cameron y cols [, Estos mismos autores
proponen que este efecto antiinflamatorio, es gracias a que actla rio-arriba de IKKo/f lo que
lleva a la supresion de la fosforilacion de p65 %%l Lo que finalmente, lleva a que ambos
tratamientos evitan la inflamacion inducida por el AO, la cual tiene un papel preponderante

en el desarrollo de esteatosis y RI.

Otro parametro evaluado fue la RI que fue inducida por el AO, la cual lo logra a traves
de las vias proinflamatorias (TNFa e IL6) y que se asocia a la disminucion en el consumo de
glucosa de la célula [“°52, La figura 8 muestra que el tratamiento con AO disminuyé la
concentracion de glucosa en las células (panel A, B), ya que tanto TNF-a e IL6 producidas
por el efecto del AO; al unirse a su receptor, activan a las MAP cinasas (MAPK) y PKC que

fosforilan a IRS1 en Ser3!? y Ser616 [40.521 |g cual va a mantener inhibido a AKT, evitando asi
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la translocacion de los receptores GLUT2 al exterior, evitando asi el consumo de
glucosal*®®2, Cuando se ret6 al rSe-HA en células con AO, se observo que el extracto, asi
como la MET i) evita y vence la RI, ya que mantuvo los niveles de glucosa como el Sin Tx
(Fig 8 A, B) y ii) sensibiliza a las células a consumir mas glucosa, (Fig 8 A, B). Esto
concuerda con estudios in-vivo en donde ratones obesos con RI inducida por dieta
hipercaldrica, el rSe-HA disminuyé la glucosa en sangre, y tuvo un efecto sensibilizador a la
insulinal’®l. Muy probablemente este efecto se debe a la actividad de los diferentes
compuestos quimicos del extracto que lo conforman, tanto el &cido cindmico y cumarico se
han reportado que tienen efecto sobre la fosforilacion del residuo Tyr de IRS1 lo que lleva a
un consumo de glucosa adecuado [1¢816%1701 Y3 que tanto el rSe-HA como la MET evitan la
produccion de citocinas, se puede decir que estan actuando desde el inicid de esta condicion
clinica y ademas al mismo tiempo al inducir la fosforilacion adecuada del sustrato del
receptor de Insulina 1 (IRS-1) probablemente estan logrando sensibilizar a las células a la

insulina.

El incremento en la lipdlisis en la mitocondria y del REL por el exceso de lipidos,
trae consigo un aumento de ROS. La sobreproduccion de ROS provoca la oxidacion de acidos
grasos poliinsaturados de las membranas celulares a través de sus electrones libres, y forman
compuestos derivados de aldehidos [%¢l; como el 4- hidroxi-2-nonenal (4-HNE) 66671 y ]
malonaldehido (MDA), los cuales son los que inician la necrosis y potencian la
inflamacion(®®. Al evaluar la produccion de lipidos peroxidados (MDA) por el efecto del EO,
se observd que el AO increment6 la concentracion de MDA comparado con el Sin Tx (9 A,
B) al igual que el grupo tratado con MET (Fig 9 A, B). Esto se debe a que el AO, al aumentar
la lipolisis también aumenta los ROS hasta sobrepasar la capacidad antioxidante de la célula;
lo que lleva a estrés oxidante, que se caracteriza por la peroxidacién lipidica que trae consigo
produccion de malonaldehido, que es un lipido peroxidado que se encargara de necrosar y
potenciar la inflamacion 867, Este mismo efecto observado en la MET, se debe a que al
aumentar la lipolisis por la activacion de AMPK, también aumenta los ROS asi como fue
reportado por Mogabero y cols., en el 2017 y Batandier y cols., en el 2006 1741751: y dado
que este medicamento no tiene efectos antioxidantes no disminuye la concentracion de MDA.
Mientras que el rSe-HA no solo aumento la actividad de AMPK para disminuir la carga

lipidica, sino ademas contrarrestdé el efecto de los ROS, ya que los compuestos que
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conforman el extracto son antioxidantes y reducen los ROS por dos vias i) actian como
scavenger ya que interactan con los electrones libres de los ROS, e ii) inducen la activacion
del factor de transcripcion Nrf2 a través de via de sefializacion de PKC 1781 el cual una vez
dentro del nicleo Nrf2 induce la expresion de genes implicados en la sintesis de proteinas
como la homo-oxigenasa 1 (HO1). La HO1 sera la responsable de potenciar el efecto
antioxidante ya que transformara los ROS en H,0 y 0% 761771 |o cual ayuda a evitar el estrés
oxidante, peroxidacion lipidica y por ende la necrosis e inflamacion. Por lo tanto, se diria que
el rSe-HA a comparacion de la MET no solo tendra efecto antilipogénico y antiinflamatorio,

sino que también evitara el aumento en la produccion de ROS por su efecto antioxidante.

9. CONCLUSION
El extracto hidroalcohdlico de la raiz de Sechium edule evita y revierte la esteatosis, el
perfil proinflamatorio y estrés oxidante en hepatocitos HepG2 disfuncionales en un modelo

de esteatosis inducido por el acido oleico.

10. PERSPECTIVAS

e Evaluar si el rSe-HA [0.20ug/ml] evita la produccion de lipidos a través de la
actividad del enzima acido graso sintasa (FAS).

e Evaluar si el rSe-HA [0.20ug/ml] activa el catabolismo de lipidos por la
activacion de AMPK en el residuo Thr 172,

e Evaluar el efecto del rSe-HA [0.20ug/ml] sobre los acidos grasos libres
liberados por la degradacion de Triglicéridos y/o la acumulacion lipidica, a
través de la produccién de cuerpos cetdnicos.

e Evaluar si el rSe-HA [0.20ug/ml] aumenta el metabolismo el aumento en la
produccién de ATP o electrones.

e Evaluar si el rSe-HA [0.20ug/ml] vence la resistencia a la insulina por la
fosforilacion de sustrato del receptor de insulina (IRS-1) en residuos Tyr y no en
Ser.

e Evaluar si el rSe-HA [0.20ug/ml] evita la produccion de mediadores

proinflamatorios a través de la no activacion de NFkB (p65).
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Cuernavaca, Mor., 27 de septiembre de 2022.

Dra. Vera Lucia Petricevich
Directora

Facultad de Medicina
Presente:

Estimada Dra. Petricevich, por este conducto me permito informarle que he
revisado el trabajo de Tesis “Efecto del Extracto hidroalcohdlico de la raiz de
Sechium edule (Jacq.) S.w. como antiesteatésico, anti perfil proinflamatorio y
antioxidante en hepatocitos HepG2 disfuncionales”, que para obtener el grado de
Maestro en Medicina Molecular me proporcion6 el alumno Zimri Aziel Alvarado Ojeda. Le
comunico que su contenido es adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al articulo 75
del Reglamento General de Estudios de Posgrado de la UAEM le otorgo el siguiente
dictamen:

. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacion a participar en este programa educativo,
reiterando ademdas mi disposicién para seguir colaborando en este tipo de actividades.
Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dra. Gladis Fragoso Gonzalez

Calle Lefieros esquina lztaccihuatl s/n Col. Volcanes. C.P. 62350. Cuernavaca, Morelos. México.
Tel. (777)3 29-3473 e jefatura. posgrado.medicina@uaem.mx
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Cuernavaca, Mor., 27 de septiembre de 2022.

Dra. Vera Lucia Petricevich
Directora

Facultad de Medicina
Presente:

Estimada Dra. Petricevich, por este conducto me permito informarle que he
revisado el trabajo de Tesis “Efecto del Extracto hidroalcohdlico de la raiz de
Sechium edule (Jacq.) S.w. como antiesteatésico, anti perfil proinflamatorio y
antioxidante en hepatocitos HepG2 disfuncionales”, que para obtener el grado de
Maestro en Medicina Molecular me proporcion6 el alumno Zimri Aziel Alvarado Ojeda. Le
comunico que su contenido es adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al articulo 75
del Reglamento General de Estudios de Posgrado de la UAEM le otorgo el siguiente
dictamen:

. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacion a participar en este programa educativo,
reiterando ademdas mi disposicién para seguir colaborando en este tipo de actividades.
Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dra. Gabriela Rosas Salgado

Calle Lefieros esquina lztaccihuatl s/n Col. Volcanes. C.P. 62350. Cuernavaca, Morelos. México.
Tel. (777)3 29-3473 e jefatura. posgrado.medicina@uaem.mx

UA

Una univemfﬁ ‘




UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

GABRIELA ROSAS SALGADO | Fecha:2022-09-29 11:57:47 | Firmante
FhvX4bUiehPB+NaJgmwc+yWkH6ZTIhUO9BqvDJISnZTs9MZpIDyulxZpHOKV+h5gOwtnJik4VG2PDRjmDS/XrRXfVBOVQ+w5PTQeTsI3sKxd44VTTLZ4gkTvbs94GnCkvAXTtEIl
GKog3RRPp/10vmZ0Ohgzmb5yiaohnl4aNg+iUDow2gldr/chsDuj212VtNgq0k140JbIDIrDjRMVakGVRQ3Yk7vgKz04YHPzPNgNCIzOLC5RavOd6CrkqIRVTquB6iWakAWuaW20qlg
A5HmMhw6yBtyl6iQKFAOceZ+GRhk2mb+nsDIRJYdoU1WOrLBIGZ6AT72DnzrWTN9GBdvloZw==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

WRh7Julnl

https://efirma.uaem. mx/noRepud|o/tLpLgCOlPJ4TMf6DaGIMX354kTIngKN

UA
EM

Una universidad de ncia 2017-2023



https://efirma.uaem.mx/noRepudio/tLpLgCO1Pj4TMf6DaGIMX354kTIlgxKN

