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RESUMEN 

La esteatosis o hígado 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 concentración de especies reactivas de oxígeno (ROS por sus siglas en inglés 

Reactive oxigen species) y lípidos oxidados como el malonaldehido (MDA) y a un ambiente 

proinflamatorio, lo que lleva a la cirrosis o carcinoma hepático. Esta enfermedad es consecuencia del 

ambiente proesteatotico (inflamación y estrés oxidante sistémica de bajo grado, alta concentración 

sérica de glucosa y lípidos) generado durante el Síndrome Metabólico inducido por distintas 

patologías que se presentan simultáneamente como Obesidad, diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) y 

dislipidemias.  

El hígado graso es una enfermedad multifactorial para la cual aún no existe un único 

tratamiento por lo que se requiere de una polifarmacia para su control. Los extractos de plantas son 

una buena opción terapéutica para ella, ya que, al estar conformadas por diferentes moléculas, pueden 

actuar sobre los diferentes blancos terapéuticos responsables de las diferentes patologías que la 

conforman. Se ha reportado que el extracto hidroalcohólico de la raíz de Sechium edule, Chayote, 

(rSe-HA) controla i) el ambiente proesteatotico (hipertrigliceridemia) en ratones obesos y ii) evita el 

daño hepático (efecto hepatoprotector) ya que no permite la acumulación de triglicéridos en el hígado, 

la necrosis, inflamación y fibrosis, inducida por la aplicación crónica de ANGII en ratón. Sin 

embargo, aún se desconoce el modo de acción del rSe-HA, por lo tanto, para iniciar con estos estudios, 

se planteó la pregunta de investigación que da origen al presente proyecto: ¿El extracto 

hidroalcohólico de la raíz de Sechium edule evita y revierte la esteatosis, inflamación y estrés oxidante 

en hepatocitos HepG2 disfuncionales? Para satisfacer este objetivo se colectó la raíz de S.edule en la 

localidad de Cuautlapan perteneciente al municipio de Ixtaczoquitlán, Veracruz; de la cual se obtuvo 

el extracto hidroalcohólico a través de un proceso de extracción por maceración que se empleó como 

tratamiento. Se determinó una CE50= 0.20µg/ml tanto para el modelo preventivo (incubación de las 

células HepG2 con ácido oleico + el tratamiento por 24h), como para el ii) modelo terapéutico 

(inducción de daño con ácido oleico por 24h, pasado ese tiempo, se retiró el medio y se incubaron 

por otras 24 h con el ácido oleico + Tratamiento. Al terminar los tiempos experimentales de ambos 

modelos, se evaluó su efecto sobre otros aspectos que caracterizan a la esteatosis como, la 

esterificación rSe-HA de triglicéridos (TGs), degradación de lípidos, estado redox, la producción de 

citocinas proinflamatorias, la resistencia a la insulina (RI) y la producción de lípidos oxidados. Los 

resultados mostraron que la CE50 [0.20 µg/ml] del rSe-HA evitó y redujo la concentración de TGs en 

lisados de hepatocitos; aumentó la lipolisis y estado redox observada a través de la concentración de 

glicerol y formazán; evitó la RI observada a través el consumo de glucosa; evitó la producción de 

TNFɑ e IL6 y bajó la concentración de MDA. Estos resultados indican que el rSe-HA evitó y revirtió 

la esteatosis, el estado pro-inflamatorio y pro-oxidante en hepatocitos HepG2 disfuncionales por 

ácido oleico. En conclusión, este trabajo abona información del extracto rSe-HA para contemplarlo 

con un potencial uso para el control y prevención de la esteatosis.
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 El hepatocito y su función en el organismo (filtrador hematológico). 

El hígado a través de los hepatocitos realiza numerosas funciones vitales, incluida la 

desintoxicación de la sangre antes de que llegue al cerebro; simultáneamente secreta e 

internaliza decenas de proteínas, lípidos y carbohidratos, lo que ayuda a mantener el 

equilibrio químico en sangre. Además, se considera un reservorio energético al captar lípidos 

y carbohidratos y también sintetiza bilis que ayuda a la digestión de los alimentos [1]. Los 

hepatocitos llegan a ser hasta el 80% de la población celular total del volumen del hígado 

humano y están íntimamente asociados con la sangre arterial y venosa[2].  

Debido a su función como filtrador, alrededor de un 12% del volumen total sanguíneo 

reside dentro de él, para lo cual, la sangre fluye a través del hígado por un sistema de vasos 

muy fenestrados que lo atraviesan lo que permite el intercambio bidireccional de 

componentes entre células y plasma. Estos vasos están rodeados por cordones de hepatocitos, 

por lo que se puede decir que cada hepatocito está literalmente "bañado en sangre" [1]. Esta 

intimidad física entre las células y el plasma permite que el hígado tenga dos funciones 

importantes como filtrador hematológico: i) la producción de proteínas para el plasma 

sanguíneo y ii) la captación endocítica concomitante de carbohidratos y lípidos con la 

intención de almacenar energía, ya que esterifica estos monómeros en glucógeno o 

triglicéridos respectivamente, esta función se mantiene regulada en condiciones sanas [3]. 

Esta excepcional capacidad de purificación pone en riesgo al hígado dado que lo hace 

altamente susceptible al daño por exposición excesiva a grasas, alcohol, drogas y otras 

toxinas así como una gran cantidad de patógenos como los virus de la hepatitis [1].  

1.1.1. Esteatosis: un desequilibrio en la síntesis, degradación y 

almacenamiento de ácidos grasos y triglicéridos. 

 

La esteatosis, es un proceso en donde los hepatocitos comienzan a acumular grasa de 

manera excesiva; como consecuencia del exceso de ácidos grasos libres (AGLs) y glucosa 

en sangre de pacientes con obesidad, DMT2 y dislipidemias [4]. Se ha reportado que este 
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proceso es la forma en la que la célula se protege de la toxicidad de los AGLs, ya que estos 

lípidos [5,6] al aumentar su concentración dentro del hepatocito desarrollan 1) RI; 2) muerte 

celular, 4) inflamación y 3) estrés oxidante [7]. Esto fue comprobado tras evaluar que la 

inhibición en la producción de TG lleva a una baja esterificación de estos, pero incrementa 

la concentración de ROS, necrosis, inflamación y fibrosis [8,9]. El problema que se presenta 

en pacientes con enfermedades crónico-degenerativas como la Obesidad, la DMT2 y las 

dislipidemias, es que la esterificación de TGs sobrepasa los límites de almacén; lo que lleva 

a que la célula sea incapaz de esterificar los lípidos en TGs. A su vez, esta condición obliga 

al hepatocito a entrar en lipolisis como consecuencia de la RI [10,11] lo que lleva a estrés 

oxidante, muerte celular, inflamación y Fibrosis [12,13].  

     Los hepatocitos absorben los AGLs por endocitosis mediada por receptores [14], los cuales 

cruzan la membrana por una combinación de transporte facilitado y difusión [15]. A este 

exceso de AGLs dentro del hepatocito se le conoce como acumulación lipídica. Estos lípidos 

acumulados pueden esterificarse en TGs u oxidarse en las mitocondrias por medio de la 

fosforilación oxidativa [16]. La esterificación, por un lado, permite la formación de Droplets 

característica de la esteatosis y por otro a la producción de lipoproteínas de baja densidad 

(LDL) y de muy baja densidad (VLDL) cuya función es el transporte de lípidos a otros tejidos 

[16]. La oxidación de AGs, que dependerá de la RI, llevará a un aumento en la producción de 

cuerpos cetónicos, un compuesto que da energía a la misma célula y al exportarse en sangre, 

brinda energía al cerebro u otros órganos[16].   

             Las diversas fuentes de estos ácidos grasos en pacientes incluyen i) la grasa 

proveniente de la dieta [3]; 2) los AGLs y TGs provenientes de los adipocitos con resistencia 

a la insulina [3], ii) síntesis de novo, un proceso que utiliza a la glucosa incapaz de poder ser 

almacenada en glucógeno como materia prima de los AGs[17] o por iii) el aumento en la 

concentración y actividad de la angiotensina II [18, 19]. Todas estas condiciones, aumentan la 

concentración de AGLs en sangre con dirección a tejidos no adiposos como el hígado [20,21]. 

En el hígado, el exceso de AGs debe tratarse de otra manera, una mínima cantidad puede ser 

transportada fuera de los hepatocitos por los mismos mecanismos que permite su absorción, 

y otra tanta es convertida en TGs que pueden ser almacenados casi inmediatamente al entrar 

a las células [20]. 
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        El desbalance entre la síntesis y degradación de lípidos y la eficacia de la primera, es 

consecuencia de la saturación catabólica (lipolisis) lo que lleva al fallo mitocondrial, fallo 

del Retículo endoplasmático Liso (Citocromo P450) y bajo catabolismo en peroxisomas.  

Esto se da como consecuencia de la RI, condición que, i) obliga a las células a entrar en 

lipólisis y ii) evita el consumo de glucosa [22,23].  Pero ¿cómo es que a pesar de tener RI los 

hepatocitos no logran disminuir la carga lipídica?  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 RI y esto se debe a que el daño mitocondrial inducido por los AGs 

y ROS deteriora la oxidación de lípidos, razón por la cual es más eficiente la síntesis de 

lípidos [4, 18,23-26].  

 

     Por otro lado, existen diferentes estudios preclínicos que reportan que el aumento en la 

concentración de ácidos grasos como el ácido oleico (AO) en sangre, es uno de los principales 

inductores de la esteatosis hepática en pacientes obesos y con RI [26], esto ha sido corroborado 

en estudios in-vitro, en donde células hepáticas HepG2 [27 -31], al ser expuestas a diferentes 

concentraciones de ácido oleico (AO) conjugado con albumina (AO-BSA) desarrollan 

esteatosis [27 -31]. Este conjugado molecular entra a la célula a través de receptores 

específicos como el CD36 y los FABPs, que en conjunto permiten la translocación de los 

AGs como el AO hacia el interior de la célula [3, 32, 33].  Al entrar a la célula, el AO en alta 

concentración desarrolla esteatosis por dos vías distintas: 

1. El AO induce la salida de la cisteína proteasa (Catepsina B) que sale de los lisosomas 

al citosol [34,35], la cual activa la NFkB a través de la disociación de Ikk α/β, lo que 

lleva al hepatocito a producir citocinas proinflamatorias como TNF-α [34,35], TNF-α al 

unirse a su receptor TNF 1 (TNFR1), activa a las serin-proteasas S1P y S2P [36], las 

cuáles son  responsables de la maduración y liberación de la proteína 1 de unión a los 

elementos reguladores de esteroles SREBP-1c, el cual es un factor transcripción que 

inicia la transcripción de enzimas implicadas en la síntesis y esterificación de lípidos 

y TGs como la ácido graso sintasa (FAS), monoacilglicerol acil-transferasa, 

diacilglicerol acil-transferasa [37] (Fig 1B).  
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2. Mientras que el AO por un lado activa a SREBP-1c via TNFa por otro lado al unirse 

al sitio de unión al ligando “huérfano” de PPARγ lo activa [38] lo que promueve su 

translocación al núcleo con la consecuente transcripción de enzimas como la ácido 

graso sintasa (FAS), monoacilglicerol acil-transferasa, diacilglicerol acil-transferasa, 

todas esenciales para la síntesis de lípidos y TGs [38] por lo que induce la síntesis y 

esterificación de lípidos durante el desarrollo de esteatosis hepática [38] (Fig 1).  

      La resistencia a la insulina es otra condición patología resultante de la acumulación de 

lípidos[36] que genera un ambiente de conflicto entre la síntesis y degradación en el 

hepatocito, ya que no solo el órgano es afectado, si no otros tejidos como los adipocitos, y el 

producto de esta situación es una alta concentración de lípidos en sangre, lo que compromete 

el metabolismo del hepatocito, ya que es mayor la concentración de lípidos en el medio que 

lo obligan a guardar lípidos que la de la RI lo lleva a degrada pese a que esté activa AMPK 

[3, 31-33, 40,41]. Además, la síntesis será más rápida porque, tanto PPARγ como SREBP- 1c 

actuarán y estarán sobre expresadas aun en presencia de RI [41]. 

La RI en el hepatocito se caracteriza molecularmente por: 

i) Una mayor actividad de la Serin/Threoinina cinasas, que va a fosforilar residuos Ser 

(Ser312 y Ser616) del IRS1 [41,42] lo que trae por consecuencia que no se active la 

Fosfoinositol 3-cinasa, enzima responsable de comenzar la señalización rio debajo de 

la insulina, culminando con la activación de AKT. 

ii) Aumento en la degradación de proteínas IRS-1 [43,44,45].  

iii) Aumento en la actividad de las Tyr-fosfatasas, incluidas SHIP2, PTEN y PTP-1B [46].  

iv)  Disminución de la activación de moléculas de señalización rio abajo de IRS1 (Akt y 

PKC) [47]. 

 

                Juntas o por separado durante la RI, inducen el bloqueo de las vías anabólicas 

(síntesis) y activan las vías catalíticas (degradación) [48] ya que se activa AMPK (una 

proteína cinasa activada por AMPc y regulada por la insulina) la cual prende vías de 

degradación de los lípidos y TGs al inhibir las vías que consumen ATP [49,50,51] (Fig1).  
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Figura 1. A) Inducción de Esteatosis hepática (hígado graso) por el ácido oleico 1.-el ácido oleico se une a los receptores DE36 y FATP5, 2) el ácido oleico 

induce esteatosis por dos vertientes 3) activando a PPAR  el cual 4) entra al núcleo de la célula y comienza la expresión de genes que llevan a la síntesis de enzimas 

clave para la producción de lípidos como FAS, DAGT, MGAT etc.; Por otro lado induce esteatosis al activar la vía proinflamatoria dado que 5)induce la liberación 

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 núcleo y comienza a inducir la 

expresión de genes que llevan a la síntesis de mediadores proinflamatorios como IL6 y TNFα, 8) se produce u libera TNFα el cual 9) al unirse a su receptor activa 

la vía de las MAPK y PKC, la cuales 10) activan por fosforilación a SP1 Y SP1 enzimas que 11) liberan al factor de transcripción SREPB1c  del aparato de GOLGI, 

el cual 12) entra al núcleo y así como PPAR,  induce la expresión de genes que llevan a la producción de enzimas que sintetizan lípidos y TGs, desarrollando así 

ESTEATOSIS. La figura B, representa el proceso para el desarrollo de estrés oxidante y muerte celular asociados a la RI y sobreactivación de lipolisis 

1,2,3Y4) el AO induce la producción de citocinas proinflamatorias como IL6 y TNFα (proceso descrito anteriormente). 5 y 6) la unión de IL6 y TNFα a su receptor 

inducen la activación de vías de señalización como MAPK y PKC, las cuales 7) fosforilan los residuos Serina (Ser) del bucle de activación 1 del receptor de insulina 

(IRS1), lo cual 8) bloquea la actividad de AKT, por lo que 9) desarrolla RI  y esto mantiene 10) sobreactiva a la cinasa AMPK, la cual induce la activación de la 

degradación de lipidos.11) Este proceso lleva a un aumento de especies reactivas de oxígeno (ROS) como ion superóxido (O-) y peróxido de hidrogeno (H2O2) 

desarrollando estrés oxidante, que se caracteriza por la desnaturalización y perdida de función de múltiples macromoléculas, entre la cuales se encuentran los lípidos 

de la membrana de los hepatocitos, 12) lo que lleva a la ruptura de la membrana (peroxidación lipídica), a la formación 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 daño 

(DAMPS)por los macrófagos, lo que los activa y producen citocinas proinflamatorias. (IMÁGENES CREADAS EN BioRender.com)
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                  El AO desarrolla RI, de manera indirecta, ya que induce la sobreexpresión de 

TNFα, molécula que, al unirse a su receptor, activa a las MAP cinasas (MAPK) y PKC que 

fosforilan de IRS1 en sus Ser312 y Ser616 [40,52], lo que activa vías de degradación de 

macromoléculas como glucógeno, y triglicéridos. Por lo tanto, al no funcionar la insulina, 

AMPK se activará y comenzará a activar vías de oxidación de lípidos y TGs [49,50,51] 

aumentado la producción de especies reactivas de oxígeno (ROs) que serán las responsables 

de desarrollar un estado de estrés oxidante [53]; recientes avances reportan también que los 

ROS activan a PPARγ, induciendo la síntesis y esterificación de lípidos en los hepatocitos 

desarrollando esteatosis[54]. 

 

           El estado oxidante en el hepatocito, también se caracteriza por la pérdida del 

funcionamiento de macromoléculas de importancia como son el DNA, proteínas, 

carbohidratos y lípidos de la membrana, este último evento generará la producción de 

compuestos derivados de aldehídos como es el 4-Hidrononenal (4-HNE) y el malonaldehido 

(MDA), responsables de la necrosis celular [53] que finalmente inducirá un proceso 

inflamatorio y de reparación (fibrosis) [53].    

1.2  ESTRÉS OXIDANTE Y MUERTE CELULAR.   

1.2.1 Estrés mitocondrial, activación de peroxisomas y citocromo 

P450. 

 

Durante la esteatosis hepática, los hepatocitos aumentan la oxidación de grasas, por 

lo tanto, también aumenta la concentración de especies reactivas de oxígeno como el ion 

superóxido O2-, el peróxido de hidrógeno H2O2 y el radical hidroxilo (HO) [55-58]  induciendo 

la liberación  de cofactores oxidados (NAD+ y FAD) los cuales son transformados en 

cofactores reducidos (NADH y FADH2) 
[59], proceso en el que se liberan electrones, los 

cuales entran a la cadena transportadora de electrones, en donde los complejos I, III y IV los 

transforman en moléculas reactivas de oxígeno [57, 58,60,61].  

Por otro lado, la esteatosis hepática logra saturar la capacidad metabólica de la 

mitocondria, volviéndola disfuncional, esta disfunción se caracteriza por: 1) presentar 

alteraciones en la cadena transportadora de electrones y por ende en la producción de ATP, 
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debido al daño el DNA mitocondrial (DNAmt) el cual codifica proteínas de importancia para 

estos procesos, y 2) generar saturación metabólica [57,62] volviéndose incapaz de realizar su 

función, obligando a la célula a emplear un segundo mecanismo de degradación de ácidos 

grasos. El segundo mecanismo de degradación lo llevan a cabo los peroxisomas y el 

Citocromo P450, enzima expresada en el retículo endoplasmático liso [57,62-64], considerando 

que ambas vías también inducen la producción de ROS, por lo que aumenta su concentración 

de estas especies reactivas de oxígeno[39]. Los ROS provenientes de la mitocondria, 

peroxisomas y retículo, aumentan hasta sobrepasar la capacidad de las enzimas antioxidantes 

como la superóxido dismutasa (SOD), la glutatión peroxidasa (GPX), la catalasa (CAT) y la 

glutatión (GSH) que están dentro de estas células [57,59,60]. También se observa que tanto el 

retículo como el peroxisoma, entran en un estado de estrés [65]; el retículo al entrar en estrés 

comienza a liberar el calcio, el cual va a inducir la salida del Citocromo C de la mitocondria, 

activando vías de muerte celular por necrosis [39]. Todas estas características componen al 

estado prooxidante que se compone por la disfunción mitocondrial, microsomal e inducen 

peroxidación lipídica (Fig 1). 

1.2.2 Estrés oxidante (ROS), peroxidación lipídica (MDA) y muerte 

celular 

 

   La sobreproducción de especies reactivas de oxígeno por la mitocondria, 

peroxisomas y CYP450, provoca la oxidación de ácidos grasos poliinsaturados de las 

membranas celulares a través de sus electrones libres, y forman compuestos hidroperóxidos 

derivados de lípidos o bien conocidos como compuestos derivados de aldehídos [66]. Entre 

todos estos productos, el compuesto 4- hidroxi-2-nonenal (4-HNE) y el malonaldehido 

(MDA) son de los más reactivos y mejor estudiados durante el estado de estrés oxidante 

[66,67,68]. La peroxidación lipídica es un proceso que oxida ácidos grasos poliinsaturados de 

cadena larga [68], los cuales pueden clasificarse en omega-3 (n-3) y omega-6. (n-6) [69]. Existes 

dos formas de producir lipidos peroxidados, la vía enzimática y no enzimática, en el primer 

caso 1) El ácido graso n-6 (ácido araquidónico), se reduce mediante peroxidación enzimática 

a prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos y otros productos derivados de ciclooxigenasa, 

lipoxigenasa o citocromo P450 [69]; y la segunda vía 2) peroxidación no enzimática sí 
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dependiente de radicales de oxígeno, los cuales transforman los AGs poliinsaturados a MDA, 

y 4-HNE [69] (Fig 1). 

Dado que los lípidos son responsables de mantener la integridad de las membranas 

celulares, la peroxidación extensa de los lípidos altera el ensamblaje, la composición, la 

estructura y la dinámica de las membranas lipídicas [88]. Como compuestos altamente 

reactivos, estos peróxidos de lípidos también pueden propagar una mayor generación de ROS 

o degradarse en compuestos reactivos capaces de dañar el ADN y las proteínas [69]. Las 

enzimas como la glutatión peroxidasa (GPx), particularmente GPx4, son reguladores clave 

de los peróxidos de lípidos en las células, usando al glutatión (GSH) como cosustrato para 

reducir los peróxidos de lípidos a los alcoholes correspondientes [68]. La inactivación de esta 

enzima da como resultado la acumulación de peróxidos de lípidos y, a menudo, la muerte 

celular, ya que estas moléculas tienen una vida más larga que los ROS y forman enlaces 

covalentes no deseados con proteínas, ácidos nucleicos y lípidos de membrana, por lo que 

tendrán la capacidad de propagar más el daño oxidante, necrosando al tejido circundante 

sano, desestabilizando con más facilidad la membrana celular, hasta formar poros donde hay 

un flujo excesivo de agua y iones dentro de las células, hasta lograr lisarlas[39]. La formación 

de 4-HNE consta de 3 pasos 1) oxidación de 9- y 13-hidroperoxioctadecadienoato por los 

ROS, formando un radical lipídico (iniciación); 2) posteriormente los mismos ROS, lo vuelve 

a oxidar hasta formar un radical lipídico peroxidado, compuesto que vuelve a interactuar con 

otro lípido para formar más lípidos peroxidados (propagación) y que finalmente termina 3) 

con la fragmentación y formación de 4-HNE [68]. 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 [70]. 

1.3  ROS, DAMPS, ÁCIDOS GRASOS LIBRES E INFLAMACIÓN. 

 

Como mencionamos anteriormente el estrés oxidante lleva a la necrosis 

hepatocelular; proceso donde los hepatocitos mueren y liberan DAMPS, siendo estos capaces 

de inducir inflamación [18] (Fig1). No obstante, el hígado a pesar de tener células 

especializadas en censar y mantener el equilibrio del órgano (macrófagos o células de 
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Kupffer) [71], los hepatocitos también son capaces de responder a estímulos nocivos como 

lípidos, ROS y bacterias, lo que los lleva a producir citocinas proinflamatorias y óxido nítrico 

en señal de auxilio; a través de la activación de NFkB [72,73]. Esto se ha comprobado por 

diversos estudios in-vitro donde reportan que células HepG2 al incubarlas con 

lipopolisacáridos (LPS), ácidos grasos (ácido oleico, ácido palmítico) o peróxido de hidrogeno 

(H2O2) producen citocinas proinflamatorias como IL1β, IL-6, IL-8, TNFα y MCP1, también producen 

moléculas de adhesión como I.-CAM y también genera Óxido nítrico (ON) a través de la Oxido nítrica 

sintasa inducible (iNOS) [74, 75, 76].   

Esta producción de citocinas proinflamatorias activa e incrementan la respuesta inmune, lo que 

lleva a un proceso inflamatorio crónico [18] promoviendo así la sobre activación de células de Kupffer 

[18] y el reclutamiento de más células del sistema inmune [18]. Como se ha señalado anteriormente, las 

citocinas tienen múltiples funciones en el hepatocito como activar a factores de trascripción 

implicados en la síntesis y esterificación de TGs (Fig 1 A) (apartado 1.1.1), generar Resistencia a la 

Insulina (Fig 1 B) (apartado 1.1.1) y activar vías de lipolisis como AMPK (apartado 1.1.) (Fig 1 B) 

 

1.4 Tratamientos (Tx) para esteatosis hepática. 

 

La esteatosis hepática es una enfermedad multifactorial y abarca la generación y 

acumulación errática de lípidos, el estrés oxidante y la inflamación entre otros; de no 

controlarse a tiempo lleva al desarrollo de enfermedades más graves y mortales como la 

cirrosis o el cáncer hepático.  En la actualidad para su control se utiliza una polifarmacia que 

controla cada una de estas condiciones [77]. El tratamiento más utilizado, es el uso fármacos 

para la pérdida de peso, sensibilizadores de la insulina, antilipogenicos y sobre todo 

antioxidantes [78].  

Con base en lo propuesto por el colegio americano de Gastroenterología y la asociación 

americana de gastroenterología en el 2015-2019 son los siguientes:  

Pioglitazonas: Son agonistas del Receptor Nuclear activado por Proliferadores de 

Peroxisoma (PPAR) de tipo α para hepatocitos y de tipo γ para adipocitos por lo que 

disminuye la concentración de triglicéridos, lípidos y carbohidratos [79] dentro de la célula y 

A) 
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en suero.  Sin embargo, el uso de este fármaco de manera crónica genera efectos colaterales 

como: trastornos de sueño, ansiedad, agresividad y en casos extremos daño hepático 

aumentado la concentración de enzimas hepáticas en suero [80].   

Vitamina E y C: Ambos son compuestos con propiedades anti-oxidantes, recetado tanto en 

pacientes con hígado graso y esteatohepatitis no alcohólica [81,82,83]. Además, se ha visto que 

tienen la capacidad de evitar la cirrosis hepática, con efectos anti-inflamatorios. [81, 82, 83]   

1.4.1 Metformina como control farmacológico. 

 

La metformina es un fármaco que se utiliza a menudo para el control del hígado graso 

en pacientes con DMT2 y obesidad [84]. Este fármaco es una biguanida que por excelencia 

sensibiliza a las células a la insulina y esto lleva a su efecto hipoglucemiante [85].  

 Este fármaco funciona a través de la fosforilación de AMPK en el residuo Thr172 por 

lo que: 1) disminuye la gluconeogénesis y la lipogénesis en el hígado. 2) activa la degradación 

de lípidos, 3) Reactiva la captura de glucosa [86], 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) [87] por lo que se reduce la concentración de enzimas hepáticas (TGP/ALT) en 

suero [93,94]. También se ha visto que tiene efecto 5) antiinflamatorio ya que evita la 

translocación de NFkB al núcleo, lo que lleva a una baja concentración de mediadores 

proinflamatorios (TNFα, IL6, IL1β) [88,89]. Evita la producción de lípidos y su esterificación 

en TGs, a través de la activación de factores de transcripción como SREBP1c y PPARγ 

[90,91,92].  Sin embargo, a pesar de que este medicamento ofrece muchas ventajas para el control 

de la enfermedad, su uso crónico puede inducir insuficiencia renal, hepática y cardiaca, así 

como acidosis metabólica aguda o crónica. No obstante, es buena opción utilizarlo como 

control farmacológico para fortalecer el efecto antilipogénico, antiinflamatorio y 

sensibilizador de insulina de otros productos, como son los de origen natural 

(fitomedicamentos).  
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2.  ANTECEDENTES  

2.1  Información etnomédica las cucurbitáceas para el manejo de 

patologías hepáticas. 
Las plantas medicinales son buena opción terapéutica, ya que gracias a sus diferentes 

compuestos químicos brindan diferentes blancos terapéuticos, lo que ayudaría a sustituir la 

polifarmacia. Varias plantas de la familia de las cucurbitáceas han sido utilizadas para el 

control de enfermedades crónicas hepáticas como hígado graso, esteatohepatitis no 

alcohólica y cirrosis hepática y han sido muy eficientes para controlar cada una de ellas 

(Tabla 1).  

 

 

2.2  Antecedentes fitofarmacologicos de Sechium edule sobre 

enfermedades metabólicas asociadas al daño hepático. 
 

Sechium edule (Chayote), es una planta herbácea perteneciente a la familia de las 

cucurbitáceas originaria de México que crece en climas cálidos y templados, entre los 500 y 

los 2000m de altitud. Es endémica de los estados de Veracruz, Michoacán, Quintana Roo, 

Estado de México y Puebla [95,96].  Se han investigado distintas fracciones y extractos de 

diferentes partes de la planta como hojas, semillas, tallo, flor, fruto y raíz, y han demostrado 

ser eficientes como tratamiento para distintas enfermedades.  

Lombardo en el 2008, comenzó con la fitofarmacologÍa de la raíz de Sechium edule, 

demostrando que el extracto hidroalcohólico, la fracción acetonica y las subfracciones R14 

Y R17 tienen actividad antihipertensiva [97], además por HPLC reportó que los compuestos 

Tabla 1. Cucirbitáceas y su efecto hepatoprotector 
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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 hipertensión y 

disfunción endotelial inducido por la aplicación aguda de ANGII y 2) a través de HPLC 

identificaron tanto en el extracto hidroalcohólico, la fracción acetonica y en las subracciones 

combinadas de R14 y R17, compuestos derivados del ácido cinámico [98]. Estos trabajos 

fueron la base para los estudios de Trejo-Moreno en el 2013, quien evaluó la capacidad 

antiinflamatoria e inmunoreguladora de la raíz de S. edule, a partir de nuevo material vegetal, 

demostrando que 1) la fracción metanolica evitaba la producción de citocinas 

proinflamatorias y 2) induce la diferenciación de células T a células T reguladoras (CTreg) 

en un modelo de disfunción endotelial e hipertensión in-vivo e in-vitro, inducidos por la 

aplicación crónica de ANGII [99]. Este mismo material vegetal fue fraccionado en dos 

fracciones (acetonico e hidroalcohólico) y subfraccionado en (R31, R19, R14 y R15), para 

después ser evaluado, y demostrando tener varios efectos sobre enfermedades metabólicas y 

sus comorbilidades, como la sensibilización de insulina, antihipertrigiceridemiante, 

cicatrizante y neuroprotector en ratones obesos, antioxidante, antihipertensivo, 

antiinflamatorio, nefroprotector en ratones con hipertensión y disfunción endotelial [100-1003].  

Trejo-Moreno, en el 2018, evaluó la fracción acetonica en un modelo murino de 

disfunción endotelial e hipertensión inducidos por la aplicación crónica de ANGII, 

desmostando que evita la disfunción endotelial, la esteatosis y fibrosis causadas por la 

actividad de la ANGII y al evaluar la composición química de la raíz, reportaron que tenía 

compuestos como ácido cinámico, cumárico y ferúlico [19]. Para el 2020, Costet, identificó 

por HPLC y espectrofotometría de masas, que la raíz tenía compuestos fenólicos 

(medianamente polares) como ácido cumárico y acido cinámico), flavonoides 

(medianamente polares) como la apigenina y terpenos (menos polares) como el Metil 

tetradecanoato, Ácido hexadecanoico, metil éster, Ácido hexadecanoico, Escualeno, y 

Estigmasterol [102] (Tabla 2). 
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Tabla 2. Fitofarmacologia de la raíz de Sechium edule sobre enfermedades metabólicas 
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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 reportó el efecto 

hepatoprotector del extracto hidroalcohólico estandarizado en ácido cinámico, inducido por 

la aplicación crónica de ANGII, ya que  evitaba  la esteatosis, la hepatomegalia, aumento en 

masa de tejido adiposo, hipertrigliceridemia, la inflamación (disminución de IL-1, IL-6, 

TNF-α y aumento de TGF-β), muerte celular (disminución de puntos necrosis y de TGP/ALT 

séricos) y fibrosis[108] volviéndose en sí, los primeros antecedentes del efecto hepatoprotector 

de la raíz de Sechium edule. Sin embargo, sí se ha reportado que diferentes partes aéreas 

como frutos y hojas de esta misma especie en modelos in-vivo [109] e in-vitro[110] tiene la 

misma actividad que la raíz.   

Como mencionamos anteriormente la eficacia farmacológica de los extractos de 

plantas medicinales, es gracias a sus múltiples compuestos químicos que la componen. Con 

base en lo anterior, se propone que la actividad farmacológica del rSe-HA es el resultado del 

conjunto de compuestos químicos 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 áreas de S.edule  reportaron que  activa a AMPK vía fosforilación 

en residuos Thr172, inhibe a PPARγ y SREBP1C y también lo atribuyen a la serie de 

compuestos químicos producidos por el metabolismo secundario de la planta [104,105] 
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3. JUSTIFICACIÓN 
 La esteatosis hepática o hígado graso, es una enfermedad caracterizada por la 

acumulación excesiva de lípidos, siendo el comienzo de un proceso crónico y degenerativo 

del hígado, culminando con la cirrosis, donde el único tratamiento es el trasplante del órgano.  

La disfunción del hepatocito tiene un papel importante, ya que, en estas condiciones, se ve 

obligado a tener un metabolismo errático en el que se desregulan y sobreactivan las vías de 

síntesis y degradación de los lípidos entre otras, influyendo en el aumento de especies 

reactivas de oxígeno, necrosis e inflamación; condiciones que exacerban más el daño. 

Actualmente se receta múltiples fármacos para su control, ya que las enfermedades hepáticas 

son multifactoriales; por esta razón los extractos de plantas medicinales son una buena opción 

terapéutica ya que, al estar conformadas por múltiples compuestos químicos, logran tener 

diferentes blancos terapéuticos. Tal es el caso de Sechium edule (Chayote), se ha comprobado 

que el extracto hidroalcohólico de la raíz no solo controla el ambiente proestatotico sino 

también evita el daño hepático (esteatosis hepática, hipertrigliceridemia, aumento de tejido 

adiposo, necrosis hepatocelular, inflamación y fibrosis) en un modelo murino inducido por 

la aplicación crónica de ANGII. Sin embargo, no se conoce el modo de acción del extracto y 

Tabla 3. farmacología del ácido cinámico y ácido cumarico  
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con la intención de iniciar este estudio se analizó el efecto del extracto sobre la esteatosis, 

estado proinflamatorio y prooxidante en células HepG2 inducido por ácido oleico 

4. PLANETAMIENTO DEL PROBLEMA 

Con base en lo anterior y con el objetivo de fortalecer el uso del extracto hidroalcohólico 

para ayudar al control de la esteatosis y evitar enfermedades de mayor gravedad, se plantea 

la pregunta de investigación que da origen al presente proyecto:  

¿El extracto hidroalcohólico de la raíz de Sechium edule evita y revierte la esteatosis, el 

perfil proinflamatorio y estrés oxidante en hepatocitos HepG2 disfuncionales por ácido 

oleico? 

5. HIPÓTESIS 
El extracto hidroalcohólico de la raíz de Sechium edule evita y revierte la esteatosis, el 

perfil proinflamatorio y el estrés oxidante en hepatocitos HepG2 disfuncionales por ácido 

oleico. 

6. OBJETIVO GENERAL 
Evaluar el efecto del rSe-HA sobre la acumulación de lípidos, el perfil 

proinflamatorio y el estrés oxidante en hepatocitos HepG2 disfuncionales. 

6.1 OBJETIVOS PARTICULARES 

 

1. Obtención del Extracto hidroalcohólico de la raíz de Sechium edule y cuantificación de 

ácido cinámico.  

2. Determinar la CE50 y la Emax del rSe-HA.  

3. Evaluar la CE50 del rSe-HA para revertir o evitar la esteatosis en hepatocitos HepG2 

disfuncionales.  

4. Evaluar la CE50 del rSe-HA para evitar la producción de citocinas proinflamatorias 

(TNFα e IL6). 

5. Determinar si la CE50 rSe-HA vence la RI de los hepatocitos HepG2 disfuncionales. 

6. Determinar si la CE50 del rSe-HA evita o revierte la peroxidación lipídica.  
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7. METODOLOGIA 

7.1  Obtención del extracto hidroalcohólico de la raíz de Sechium edule. 
 

La raíz de Sechium edule se obtuvo en la localidad de Cuautlapan perteneciente al 

municipio de Ixtaczoquitlán, Veracruz (DMS: 18º53’05.1’’N 97º00’57.6’’W). Se lavaron 

profusamente con agua corriente y posteriormente se trasladaron al Centro de Investigación 

Biomédica del Sur (CIBIS-IMSS) donde se secó en condiciones de oscuridad a una 

temperatura de 70ºC con recirculación de aire durante 24-36 horas. El material vegetal seco 

se molió en un molino eléctrico (Pulvex) hasta que se obtuvieron partículas menores de 4 

mm. El extracto hidroalcohólico se obtuvo del proceso de maceración de la raíz 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 extracción se obtuvo la fase líquida y la fase sólida, 

la cual se sometió a una segunda extracción bajo las mismas condiciones y por otras 24 horas. 

El líquido 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 concentró por destilación a presión reducida en un evaporador 

rotatorio a 56ºC. Para el secado completo, el extracto se liofilizó por 24hrs y se almacenó a 

4ºC hasta su uso. 

7.2 Análisis cromatográfico de alta resolución del rSe-HA 

 

 Para llevar a cabo el análisis cromatográfico de alta resolución del extracto integro, 

se utilizó un equipo de HPLC marca Waters con módulo de separación 2695 y módulo de 

detección (PDA) 2996, con un programa de corrida en el cual se mantuvo el degasificador 

encendido y el detector de burbujas activado. Para la separación química se utilizó una 

columna SUPELCO ANALYTICAL SUPELCOSIL LC-F cat 59158 25*4.6mm con 

partículas de 5µm. El equipo fue programado para manejar presiones de hasta 5000 psi para 

el adecuado cuidado de la columna. La fase móvil consistió en una mezcla de disolventes 

separados en líneas independientes de a) agua acidulada (agua con ácido 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 retención y espectro UV. Las muestras fueron 

inyectadas a un volumen de 10 µl de muestra por corrida, todas las alícuotas fueron disueltas 

con metanol grado analítico. Se emplearon referencias comerciales de ácido cinámico y ácido 

cumárico como estándares. 

 

7.3 Determinación de la concentración de Ácido Cinámico en el rSe-HA 

  

 Para la preparación de la curva patrón de ácido cinámico (Sigma Aldrich, Inc) se 

preparó una concentración inicial de 1mg/ml de este fenilpropanoide en metanol y a partir de 

esta solución se tomó una alícuota para realizar las sucesivas diluciones y conseguir las 

concentraciones deseadas: 1.562 µg/ml, 3.12 µg/ml, 6.25 µg/ml, 12.5 µg/ml, 25 µg/ml, 50 

µg/ml, 100 µg/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 integró el área bajo la curva de cada pico obtenido (RT 12.00) para generar la ecuación 

𝑦 = 𝑚𝑥 + 𝑏 (𝑦 = 1945.6𝑥 − 461.88). Esta cuantificación del ácido cinámico se determinó 

como mg de compuesto por gramo de extracto. 

7.4  Cultivos celulares. 

   Las células humanas HepG2 fueron proporcionadas por la Dra. Ana María Salazar del 

Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM, Ciudad de México y se cultivaron en cajas 

de 24 o 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 aminoácidos 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 atmósfera con 5% de CO2. Las cajas de 24 pozos fueron sembradas 

con 5x105 células y las de 96 con 5x103. 



 

27 
 

7.5 Viabilidad Celular por Azul Tripano 

 

Para desprender las células se retiró el medio de cultivo y las células se lavaron dos 

veces con PBS (140 mM de NaCl, 2 mM de KCl y 1.15 mM de K2HPO4) frío. Por pozo se 

les agregó 200 µl de Tripsina en solución de EDTA 1X (0.05% trypsin, 0.02% EDTA) en 

solución salina de Hanks y se incubaron a 37°C con 5% CO2 por 5 min.  Para detener la 

reacción de la tripsina se agregaron 600 µl de medio DMEM bajo en glucosa suplementado, 

la suspensión celular se centrifugó a 377 × g, a 4°C por 7 minutos. El sobrenadante se desechó 

y las células se resuspendieron en medio completo y se evaluó su viabilidad con azul tripano 

1:10. El conteo se realizó utilizando el método estándar en un hemocitómetro. 

7.6  Evaluación del poder reductor por MTT. 

 

Este procedimiento se basa en la formación de formazán a partir del Bromuro de 3-

(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) a través de la actividad de la succinato 

deshidrogenasa [107].  Para estos experimentos las células se sembraron en placas de 96 pozos 

(Nunc ImmunoPlate, MaxiSorp, Roskilde, Demark), según las condiciones indicadas en el 

apartado 7.2.1 y con el protocolo indicado en el apartado 7.4. 

Para este fin, se retiró el medio de cultivo, se les agregó 20 μl de una solución de 

Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazolio (MTT, sigma, M 2128) a una 

concentración de 5 mg/ml y se incubó en oscuridad a 37°C. Pasado ese el tiempo de 

incubación, se agregó 100 μl de una solución de SDS 10% con HCl 0.01 N (1:1) a cada pozo 

y se incubó 2 horas más a 37°C. Al término de la incubación se cuantificó la absorbancia a 

una λ de 570 nm en un lector de microplacas VERSAmax (Molecular Devices, Sunnyvale, 

CA, EE.UU.).  

7.7 Cuantificación de enzimas hepáticas (TGP/ALT) en medio. 

 

Este procedimiento se basa en la cuantificación enzimática de TGP/ALT, una enzima 

que aumenta su concentración cuando los hepatocitos mueren por necrosis, y se considera un 

parámetro clínico indicador de daño hepatocelular [25]. La concentración de TGP/ALT 
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permitirá evaluar tanto el daño inducido por el AO/AB como la efectividad de CE50 del rSe-

HA para controlar la muerte celular asociada a la esteatosis.  

Para estos experimentos se tomaron 19 µl del medio obtenido previamente que se colocó en 

placas de 96 pozos (Nunc ImmunoPlate, MaxiSorp, Roskilde, Demark). Para conocer la 

concentración de esta molécula en el medio de cultivo, se realizó un ensayo enzimático 

utilizando el kit QCA, Amposta, Tarragona, Spain [25] siguiendo las instrucciones de uso. 

Brevemente, en placas de 96 pozos de fondo plano se colocaron 185 μl del reactivo A, seguido 

de 19 μl del medio de cultivo. Posteriormente se dejó incubar aproximadamente por 1 minuto 

y se le añadió 46 μl del reactivo B.  La lectura de la absorbancia del producto de reacción se 

medió a una longitud de onda 340 nm en un lector de ELISA (Molecular Devices, San Jose, 

CA, USA) a los 1, 2 y 3 minutos y La cuantificación se obtuvo por la siguiente ecuación 

1) 𝜆 (1𝑚𝑖𝑛) −  𝜆 (2 𝑚𝑖𝑛) =  𝜆 1´2) 𝜆 (2𝑚𝑖𝑛) −  𝜆 (3 𝑚𝑖𝑛) =  𝜆 2´ 

3) 𝜆 1´–  𝜆 2´   𝑥   2140 = 𝑈/𝑑𝐿(𝑇𝐺𝑃/𝐴𝐿𝑇) 

 

7.8 Inducción de esteatosis con Ácido Oleico/BSA. 

 

Como inductor de esteatosis se utilizó el agonista Ácido oleico conjugado con 

albumina (AO) (Sigma D1881, St. Louis, MO O3008) a una concentración de 1mM y 

cultivados por 24hrs o 48 hrs [105,106] en las condiciones indicadas.  

7.9 Determinación de la CE50 y la Emax del rSe-HA. 

 

Con el objetivo de determinar la CE50 y la Emax, primero se retó la mejor 

concentración del rSe-HA que previene o revierte efecto del agonista AO/BSA a una sola 

concentración 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. 

 

 

 



 

29 
 

CONDICIÓN 

Tx 

AO/BSA 

(1mM) 

Metformina 

(2 mM) 

rSeHA 

μg/ml 

Control 

positivo 
si no no 

Control 

farmacológico 
si si no 

Concentración 1 si no 0.1875 

Concentración 2 si no 0.375 

Concentración 3 si no 0.75 

Concentración 4 si no 1.5 

Concentración 5 si no 3 

 

 

Posteriormente, se eligieron las dos concentraciones (0.1875 y 0.375 μg/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. 

CONDICIÓN 

Tx 

AO/BSA 

mM 

Metformina 

(2 mM) 

rSeHA (concentración del 

experimento anterior) 

(µg/ml) 

   Protección Restaurador 

Control blanco no no - - 

Control 

positivo 
si no - - 

Concentración 

para evaluar 
0.5 si 0.18 0.37 

Concentración 

para evaluar 
1 si 0.18 0.37 

Concentración 

para evaluar 
2 si 0.18 0.37 

Tabla 4. Protocolo experimental para evaluar las diferentes concentraciones del 

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

para evaluar 
4 si 0.18 0.37 

Concentración 

para evaluar 
8 si 0.18 0.37 

                  

7.10 Tinción Red-Oil-O en células HepG2. 

 

Para determinar la CE50 y la Emax, se utilizó como técnica de estudio la tinción de 

Red Oil O, el cual es un compuesto lipófilo, por lo que, debido a su comportamiento de 

solución, difunde hacia los lípidos del tejido o célula [108] y permite conocer la concentración 

de los lípidos acumulados dentro de la célula ya sea por métodos colorimétricos o de 

medición de color en micrografías [108].  

Para realizar esta tinción, una vez terminado el tiempo experimental, se retiró el 

medio de cultivo, se realizaron 3 lavados con PBS frio, se agregaron 500 µl de formalina al 

10%, bofereada con PBS dejándola incubar por 60 min a temperatura ambiente. Pasado el 

tiempo de incubación se retiró la formalina y se realizaron dos lavados con PBS frio. 

Posteriormente se agregaron 500 µl de isopropanol al 60% (isopropanol/agua grado 

milliQ)/pozo y se dejó reposar por  5 min. Pasando este tiempo, se añadió la tinción de trabajo 

de Red Oil O (200ul) (Stock de red oil O: 7mg en 200ml isopropanol al 100%; solución de 

trabajo: 6 partes de Stock por 4 partes de agua destilada) y se dejó reposar por 30 min. Se 

lavaron los pozos hasta retirar el exceso y precipitado con PBS frio. Posteriormente se agregó 

750 µl de isopropanol al 100% y se dejó incubar por 5 min, se retiró el medio y se colocaron  

159 µl en placas de 96 pozos, y se leyó en un lector de Elisa (VERSAmax Molecular Devices) 

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

7.11 Cuantificación de triglicéridos en lisados de 

hepatocitos. 

 

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

Droplets, desarrollando esteatosis [18]. Para cuantificarlos se utilizó un método colorimétrico 

Tabla 5. Protocolo experimental para determinar la concentración efectiva 

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

en células HepG2. 
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que se basa en la degradación del triglicérido hasta la formación de quinoneimina, fenómeno 

que cambia de coloración el medio con el Kit: Triglicéridos-LQ kit (QCA, Amposta, 

Tarragona, Spain) [107] siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Para realizar las cuantificaciones se retiró el medio de cultivo y las células se lavaron 

dos veces con PBS frio y se lisaron con un Buffer de lisis (Tris-HCl 50 mM, NaCl 150 mM; 

Tritónx-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 cuantificación 

se tomaron 2.5μl de muestra y se colocaron en placas de 96 pozos de fondo plano (Nunc 

ImmunoPlate, MaxiSorp, Roskilde, Demark) a la que se le añadió 250 μl de reactivo color, 

se incubó 5 min a 37°C y se medió la absorbancia a 505 nm en un lector ELISA (Molecular 

Devices, San Jose, CA, USA). La concentración se calculó por:  

Δ Problema/ Δ estándar X 200 mg/dl = Concentración TG mg/dl. 

 

 

7.12  Evaluación de Resistencia a la insulina por el consumo 

de 2-Deoxiglucosa. 

 

Este procedimiento se basa en que el análogo 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 podrá ser metabolizado por lo que se acumula dentro de la célula de manera proporcional 

a la captación de glucosa hecha por las células. En este ensayo, la absorción de 2-DG se 

determinará mediante un ensayo enzimático en el que se oxida el 2-DG6P, lo que da como 

resultado la generación de NADPH, que luego se determina mediante una reacción de 

amplificación de reciclaje en la que el NADPH es utilizado por el glutatión reductasa en una 

reacción enzimática acoplada que produce glutatión. El glutatión 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 más 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 realizó mediante un ensayo colorimétrico utilizando el kit Uptake 2-

DG (Sigma MAK083) [107], siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, pasado 

el tiempo experimental, se retiró el medio y se incubaron por 40 min en buffer KRPH 

(HEPES 20 mM, KH2PO4 5 mM, MgSO4 1 mM, CaCl2 1 mM, NaCl 136 mM y KCl 4,7 mM) 

más albúmina bovina al 2%. Posteriormente, a los grupos correspondientes se les estimuló 

con insulina 1 μM durante 20 minutos; y pasado este tiempo se añadió 10 mM 2-DG, en que 

medio KRPH y se incubaron por otros 20 minutos. Pasando el tiempo, se retiró el medio y 

las células se lisaron en ciclos de calentamiento-congelación, con la solución de reacción A 

(buffer de ensayo más mezcla de enzimas en una proporción de (8: 2); las placas se incubaron 

a 37°C durante 60 minutos en la oscuridad; luego, se añadió el buffer de extracción y se dejó 

reposar durante 5 minutos. La reacción se detuvo añadiendo la solución de reacción B (53% 

de glutatión reductasa, 42% de sustrato DTNB y 5% de mezcla de reciclado). La absorbancia 

del producto de reacción se medió a 412 nm. La concentración de 2-DG fue calculado a partir 

de una curva estándar.  

7.13 Determinación de glicerol en medio de cultivo. 

 

Se cuantificó la concentración de glicerol en el medio utilizando el kit de glicerol de 

ensayo colorimétrico (Sigma, Cat. No. MAK117) [107,109,110]. Se añadieron 10 μl de medio de 

cultivo de cada muestra a placas de 96 pozos y se agregaron 100 μl/pozo de Master Reaction 

Mix; las placas se incubaron durante 20 min a TA, en la oscuridad. Luego, se midió la 

absorbancia a 570 nm. La concentración fue calculada a partir de una curva estándar usando 

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

7.14 Determinación de IL-6 y TNF-α por método de ELISA 

en Sándwich. 

 

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

permite conocer la concentración 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 µl por pozo de anticuerpo de captura a una concentración de 1:500 y 1:250 

respectivamente diluido en buffer de Carbonatos de sodio 0.1 M pH 9.5. Se incubó toda la 

noche a 4 °C y al día siguiente se realizaron 3 lavados con PBS-Tween 20 al 0.05%, 

posteriormente se agregó 100 µl de PBS-albumina al 1% se incubó durante una hora a TA. 

Al terminar el tiempo de incubación, las placas se lavaron 3 veces con PBS-Tween. Se añadió 

100 µl de muestra o curva estándar en los pozos correspondientes y se incubó durante 2 horas, 

después la placa se lavó 3 veces con PBS-Tween y se colocaron 100 µl por pozo de una 

concentración 1:500 y 1:250 del anticuerpo de detección en PBS-SFB 10% acoplado a la 

enzima HRP y se incubó durante 1 hora. Pasado ese tiempo se realizaron 5 y 6 lavados con 

PBS-Tween, se agregó el TMB (Life technologies, 002023) como substrato de la enzima y 

se incubó 30 minutos a temperatura ambiente. La reacción se detuvo con H2SO4 2 N. La 

lectura de la absorbancia del producto de reacción se realizó a 450 en un lector de ELISA 

(Molecular Devices, San Jose, CA, USA). Se determino la concentración de proteínas por el 

método estándar de Bradford (Sigma B6916-500ML). 

 

7.15 Cuantificación de Malonaldehido (MDA) 

 

EL MDA proviene de ácidos grasos poliinsaturados (PUFA), los cuales son 

susceptibles a los ROS. Para que se forme el MDA, un hidrógeno es extraído por el radical 

hidroxilo (HO•), lo que forma radicales peroxilo lipídicos (LOO•). Este radical reacciona con 

un segundo PUFA, lo que forma un hidroperóxido lipídico (LOOH) y un segundo LOO•. 

Todos los LOO• formados robarán electrones con más lípidos e irán formando un 

endoperóxido cíclico, el cual se transformará en malonaldehído o 4HNE [111-113].  Se ha 

reportado que el 1-metil-2-fenilindol reacciona con el maloaldehído (MDA) y los 4-

hidroxialquenales lo cual genera un cromóforo estable y el uso de ácido clorhídrico da como 

resultado un rendimiento óptimo de cromóforo producido a partir de MDA y de 4-

hidroxinonenal, el cual puede leerse a una ABS=586nm [114].  
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Finalmente, en tubos eppendorf se colocaron 650μL de medio de cultivo y se añadió 

150 ul 1-metil-2-fenilindol [10 mM]. Se vortexearon las muestras para formar los 

cromatóforos y se añadieron 30ul de HCL al 37% para generar la coloración, se volvió a 

vortexear y se incubaron en obscuridad por 60 min (45°C). Pasado del tiempo de incubación 

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 

patrón de Tetrametoxipropano (TMOP) [4, 3, 2, 1, 0.5, 0.25 y 0.125 μM] y se graficaron en 

base a la concentración de proteinas medidas por medio del método estándar de Bradford 

(Sigma B6916-500ML). 

7.16 Análisis estadísticos. 

 

Todos los parámetros 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 y una prueba a posteriori de Tukey-Kramer. Todos los 

datos se analizaron con el programa INSTAT para realizar los análisis uni y multivariados. Con 

un valor de significancia de P≤0.05. 

 

8. RESULTADOS 

 

8.1 CONCENTRACIÓN DE ÁCIDO CINÁMICO EN rSe-HA. 

 

Con la intención de conocer la cantidad de ácido cinámico que contiene la CE50 del 

extracto rSe-HA que se obtendrá en estudios posteriores se realizó por HPLC una curva patrón 

utilizando un estándar de ácido cinámico.  

En la Figura 2, se muestra tanto el cromatograma del extracto (A) como del estándar 

de ácido cinámico comercial (B) utilizado como parámetro. El estándar de ácido cinámico 

tiene un RT de 16.892 min equivalente al del rSe-HA que fue de 16.940 (Fig. 2A, cuadros 

verdes). Este resultado se verificó comparando un espectro UV del rSe-HA y del ácido 
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cinámico estándar; ambos espectros mostraron una absorbancia máxima de 278.1 y 279.3 nm 

respectivamente (recuadro de Fig 2A). Con base en la curva patrón (Fig 2B) se obtuvo la 

ecuación de la recta (y= 97600 x + 29590) con una R2=1. Al despejar X de la ecuación, y 

sustituyendo el valor de Y por el espectro del extracto de rSe-HA (AU=232041) se determinó 

que el extracto de rSe-HA tiene una concentración de ácido cinámico de 1350 ± 0,00 µg/g. 

Con base en estos resultados, calculamos cuantos µg de ácido cinámico hay en cada gramo, 

dando como resultado 1350µg/g. Este valor nos permitió calcular que por cada gramo de 

extracto se tiene 1.35 mg de ácido cinámico (Fig.2C). 

 

 

FIG. 2 CARACTERIZACIÓN CROMATOGRÁFICA DEL ÁCIDO CINÁMICO. A) Ácido cinámico 

(Sigma-Aldrich) (RT = 16.692); Extracto hidroalcohólico de las raíces de S. edule (rSe-HA) (RT = 16.940); B) 

Curva patrón de ácido cinámico Std con la ecuación de la recta. C) concentración de ácido cinámico al despejar 

X de la ecuación y sustituyendo el valor de Y por el AUC del rSe-HA.  λ = 278.1; 279.3 nm 
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8.2 El rSe-HA NO ES TÓXICO PARA LAS CÉLULAS HepG2. 

 

Previo al cálculo de la CE50 y para validar los resultados de esta, primero se evaluó 

la toxicidad del extracto en las concentraciones propuestas [ 0.18, 0.37, 0.75, 1.5 3 µg/mL]. 

Para ello se realizaron dos pruebas de viabilidad celular:  Con un colorante de exclusión (azul 

tripano) y concentración de TGP/ALT en medio que implica necrosis [12], que es un indicador 

de la actividad metabólica [108].  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 ningún tratamiento afectó la viabilidad de las células (panel 

A-C) a excepción 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 aumentó 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 disminución 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 . 3 EFECTO 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); ácido oleico 1mM (AO); Metformina 2mM (Met) y rSe-HA [3, 1.5, 0.75, 0.37,0.18ug/ml]. Barras 

azules = inicio del experimento (0hrs); Barras rojas= final del experimento (24hrs). Se observan que no hay 

diferencias significativas entre los grupos a excepción del control de muerte (DMSO). B) Cantidad de células 

muertas, donde el grupo con DMSO fue el único que aumentó la cantidad de células comparados con los demás 

grupos. C) Cuantificación de TGP/ALT en medio de células HepG2 Sin Tx, y de células tratadas con DMSO 

(60%); AO (1Mm); MET (2mM); rSe-HA [3, 1.5, 0.75, 0.37,0.18ug/ml]. El único tratamiento que amento a 

concentración de TGP en medio, fue el DMSO comparadas los demás 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 CE50 DE 0.20 µg/ml ES EFICIENTE PARA EVITAR Y 

REVERTIR LA ACUMULACIÓN LIPÍDICA. 

 

La acumulación de lípidos es el paso inicial para la inducción del daño hepático, por 

esta razón es el parámetro sobre el cual se calcula la concentración efectiva 50 (CE50) del 

extracto como preventivo y terapéutico. El parámetro que se utilizó para este cálculo fue la 

concentración 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 exposición 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 concentración de 0.18 µg/ml y de 0.37 µg/ml del extracto (reparador, panel A y B) 

como la MET, disminuyeron este parámetro de manera significativa (p=0.001) llevándolo al 

nivel del control Sin Tx. lo que implica una disminución 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 concentración de 0.18 (panel B, modelo reparador) la 

disminuyó un 80% (p=0.001) llevándolo a niveles más bajos con respecto a los controles. La 

concentración 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 disminución (6.6%). 

Finalmente en ambos modelos desde la concentración de 1.5 y 3 µg/ml ya no hubo efecto, ya 

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

En el panel C y D se observa el efecto de la concentración del AO con respecto a la 

absorbancia, tanto del AO solo como del AO-MET u AO-rSe-HA. La CE50 para rSe-HA es 

de 0.20 µg/ml  para ambos modelos, lo que contiene 0.27 ng/ml de ácido cinámico, de la 

MET es 0.8 µg/ml mientras que la relación concentración-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 OBTENCIÓN DE LA CE50.  DO de la acumulación de lípidos por Red Oil O. A) Modelo preventivo; células HepG2 Tx por 24 hrs, con AO más 

MET 2mM ó 3,1.5,0.75,0.37,0.18 µg/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 más MET 2mM ó 0.18, 0.373, 0.75, 1.5 y 3 µg/ml de rSe-HA. En ambas se observa un efecto dosis dependiente, ya que en cuanto menor sea la concentración 

más eficiente es el rSe-HA para llevar a niveles basales la acumulación de lípidos. Mientras que a mayor concentración no revierte la esteatosis, pero si evita el 

efecto por otras 24 horas con AO. B y D) obtención de la CE para modelo de protección (0.18 ug/ml) y de 0.37 µg/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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8.4 EL rSe-HA EVITA LA ESTEATOSIS. 

 

 Los AGs al entrar al hepatocito son esterificados en TGs con la intención de que estos 

no afecten el metabolismo celular e induzcan su muerte[18,19,115]. Con la intención de 

determinar si el rSe-HA evita esta esterificación, se cuantificó la concentración de TGs en 

lisados de hepatocitos, a través de un kit colorimétrico.   

En la figura 5 se observa que la [0.20𝜇g] de rSe-HA evitan (panel A) y revierte (panel 

B) la esterificación de los triglicéridos. Al analizar el grupo tratado solo con AO se observa 

un aumento significativo (P<0.01) en la concentración de TGs en el hepatocito comparado 

con el grupo Sin Tx (panel A). Mientras que el grupo de MET y la [0.20 µg/ml] del rSe-HA 

tanto en el modelo de protección (panel A) como en el de reparación (panel B) evitan la 

generación 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 concentración de 

TGs así como lo hace el grupo Sin Tx 

FIG . 5 CUANTIFICACIÓN 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 Protección; 

células HepG2 Tx por 24 hrs, con AO [1mM] más MET 2mM ó 0.20 µg/ml de rSe-HA. Se observa que el grupo tratado 

solo con AO aumenta a la 24 hrs la esterificación de lípidos 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 Reversión; células HepG2 Tx por 24 hrs 

solo con AO para inducir esteatosis y otras 24 hrs con AO más MET 2mM 0.20 µg/ml de rSe-HA. El grupo con AO aumenta 

la concentración de TGs de las 24 a las 48 hrs, por lo que podría deberse a mayor tiempo de exposición mayor cantidad de 
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lípidos están 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 exposición con 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. 

8.5 EL rSe-HA AUMENTÓ LIPOLISIS. 
 

La lipolisis es el proceso mediante el cual se rompen biomoléculas como triglicéridos 

para forma 3 ácidos grasos y un glicerol [109,116]. Este proceso inicia ya sea por  i) necesidad 

energética; ii) por RI o iii) fármacos lipogénicos como la MET [109,116]. Con la intención de 

averiguar si la disminución de triglicéridos dentro del hepatocito se debe a su degradación 

(lipolisis), se midió la concentración de glicerol en al medio de cultivo obtenido de ambos 

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

La figura 6 muestra que el rSe-HA incrementa la lipolisis ya que aumenta la 

concentración 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 análisis del grupo tratado 

solo con AO vs Sin Tx (panel A) ya que el primer grupo aumentó significativamente 

(P<0.001) un 16% la producción de glicerol con respecto al grupo Sin Tx. Por otro lado, 

mientras que en el panel A aumenta la concentración 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 producción de glicerol con 

respecto al grupo Sin Tx. Sin embargo, cuando se reta con este mismo Tx a las células 

esteatoticas (panel B) solo aumentó significativamente un 20% la concentración de glicerol 

de manera contraria a lo que se observa en el panel A.  De manera interesante el rSe-HA 

como preventivo aumentó significativamente (P<0.001) un 35% la producción glicerol con 

respecto al grupo Sin Tx (panel A) y aunque no llego a niveles como los de la MET (panel 

A), cuando se retó en células esteatoticas (panel B) por 24hrs más el rSe-HA siguió 

manteniendo los niveles de glicerol como en el panel A dado que aumentó un 30%. 
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FIG . 6 CUANTIFICACIÓN DE GLICEROL.  Respuesta de las células al ser sometidas por 24 y 48 hrs con 

los Tx sobre la producción de glicerol en medio de cultivo. A) Modelo Preventivo; células HepG2 Tx por 24 

hrs, con AO [1mM] más MET 2mM ó 0.20 µg/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 aún más 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 más MET 2mM 0.20 µg/ml de rSe-HA. El grupo con AO no aumenta la concentración de glicerol como 

en el modelo de protección, por lo que podría deberse a que a mayor tiempo de exposición está afectando el 

metabolismo del hepatocito, mientras que la MET y el rSe-HA aumentan la concentración 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. 

 

8.5.1 El  rSe-HA AUMENTÓ EL PODER REDUCTORASOCIADO 

A LA LIPÓLISIS. 

 

En 2017 Rai y cols., reportaron que el ensayo de MTT utilizado de manera común 

como un indicador de viabilidad y proliferación celular, en realidad no lo mide, sino que 

determina el estado de activación o inactivación metabólica, así como el estado redox de las 

células a través de la reducción de MTT a formazán [177]. Con el objetivo de evaluar si la CE50 

del rSe-HA aumenta el estado reductor de las células esteatoticas, se cuantificó la 

concentración de formazán en las células sometidas a los diferentes tratamientos.  
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En la figura 7 A, se observa que la CE50 del rSe-HA y la MET, utilizados de manera 

preventiva, a las 24 hrs incrementaron significativamente (P<0.001) la producción de 

formazán 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 concentración de formazán contrarrestando el 

efecto del AO. En ambas condiciones experimentales el AO disminuye significativamente 

(P<0.001) la concentración de formazán. 

 

FIG . 7 CUANTIFICACIÓN DE FORMAZÁN.  Respuesta de las células al ser sometidas por 24 y 48 hrs 

con los Tx sobre la producción de formazán en células. A) Modelo Preventivo; células HepG2 Tx por 24 hrs, 

con AO [1mM] más MET 2mM ó 0.20 µg/ml de rSe-HA. El grupo tratado solo con AO disminuye a la 24 hrs 

la producción de formazán, 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 más MET 2mM 0.20 µg/ml de 

rSe-HA. El grupo con AO no aumenta la concentración de glicerol como en el modelo de protección, mientras 

que la MET y el rSe-HA aumentan la concentración de formazán. 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 EXPRESIÓN DE TNFα e IL6. 

 

Se ha reportado que en la esteatosis se producen citocinas como el TNFα y la IL6, las 

cuales participan en el desbalance en la acumulación de grasa dentro de la célula, además de 

inducir resistencia a la insulina (apartado 1.1.1). Con la intención de evaluar si el extracto 

ayuda a controlar este proceso a través de la producción de TNFα y la IL6, estas se midieron 

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

En la figura ocho se observa que el extracto evita el aumento en la concentración de 

las citocinas medidas a pesar del estímulo del AO. Como preventivo evitó su producción (A 

y C) ya que mantuvo su concentración significativamente igual que el grupo Sin Tx. Por otro 

lado, cuando se retó la CE50 del rSe-HA a células esteatoticas (B y D), a pesar de que a las 

24 horas habían incrementado significativamente (P<0.001) el 70 y 50% más la 

concentración de TNFα e IL6 respectivamente, después del tratamiento con el extracto+AO 

se redujeron al nivel del grupo Sin Tx. Esto se corroboró al comparar el grupo Sin Tx vs AO, 

ya que el AO incrementó significativamente (P<0.001) a las 24 hrs la concentración de TNFα 

e IL6 un 80 y 70% (panel A,C) con respecto al grupo Sin Tx; y cuando se aplicó el AO por 

otras 24 hrs (modelo terapéutico, panel B,D) se observa un ligero aumento aunque no 

significativo en la concentración de TNFα (B), sin embargo, al analizar la concentración de 

IL6, esta si incrementó significativamente 3 veces más que el mismo AO a las 24 hrs y 5 

veces más que el grupo Sin Tx. La MET así como el rSe-HA, mantuvo a niveles basales (Sin 

Tx) las dos citocinas medidas en los 2 modelos.  
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FIG . 8 CUANTIFICACIÓN DE CITOCINAS.  Respuesta de las células al ser sometidas por 24 y 48 hrs 

con los Tx sobre la producción de TNFα e IL6 en medio de cultivo. A) Modelo preventivo; células HepG2 Tx 

por 24 hrs, con AO [1mM] más MET 2mM ó 0.20 µg/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 producción siendo así 

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 más MET 2mM 0.20 µg/ml de rSe-HA. El grupo con AO vuelva a 

aumentar la concentración de citocinas como en el modelo de protección, mientras que la MET y el rSe-HA 

evitan esta producción. 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 condición clínica que no permite al hepatocito 

ingerir y almacenar glucosa; y las obliga a entrar en lipólisis de manera constante [117] lo que 

aumenta los ROS hasta desarrollar estrés oxidante, falló mitocondrial y finalmente las lleva 

a su muerte [118].  

 Con la intención de determinar si la CE50 del rSe-HA evita o vence la RI, se midió la 

concentración de 2-DG6P (análogo de glucosa) dentro de las células [107]. En condiciones 

preventivas el rSe-HA aumentó significativamente (P<0.001), con respecto a los controles, 

la concentración 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 restauró el consumo de 2-DG6P sino que incrementó 

significativamente (P<0.001) la sensibilidad de la célula hacia el consumo de dicha molécula, 

lo que se observa por el incrementó de 2DG6P dentro de los hepatocitos. En ambas 

condiciones el AO disminuyó significativamente (P<0.001) con respecto al control el 

consumo de 2DG6P.  

 

FIG . 9 CUANTIFICACIÓN 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) más MET 2mM (caja amarilla) ó 0.20 µg/ml de rSe-HA (caja verde). 
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El grupo tratado solo con AO disminuye la concentración de 2DG6P que fue transformado a partir del 2DG 

consumido, mientras que la MET y el rSe-HA aumentan significativamente la concentración con respectó al 

grupo Sin Tx y AO. 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 [1mM] más MET 2mM ó 0.20 

µg/ml de rSe-HA (cajas rojas). El grupo con AO redujo la concentración 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 concentración incluso más 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. 

8.8 EL rSe-HA EVITA EL ESTRÉS OXIDANTE. 

 

La oxidación de lípidos ya sea por la RI o la inducida por fármacos antilipogénicos 

producen ROS, los cuales llevan a un estado de EO; durante este proceso los ácidos grasos 

poliinsaturados son los que más sufren daño por estas moléculas; lo que lleva a la formación 

de peróxidos de lípidos como el malonaldehído (MDA)[119]. El MDA es un marcador de estrés 

oxídate 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 intención de conocer el efecto 

antioxidante del rSe-HA se cuantificó la concentración de MDA tanto en medio como en 

lisados celulares. 

La figura 10 A indica que el rSe-HA evita significativamente (P<0.001) la producción 

de MDA comparado con el grupo AO, razón por la cual no tiene diferencias con el grupo Sin 

Tx. Cuando se retó nuevamente el rSe-HA en células enfermas (panel B) redujo de manera 

significativa (P<0.001) la concentración de MDA comparado con el grupo AO. Esto se 

corroboró al comprar la concentración 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% más la generación 

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 CUANTIFICACIÓN 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) más MET 2mM (caja amarilla) ó 0.20 µg/ml de rSe-HA (caja verde). Se observa que el grupo tratado con 

AO y MET aumentan la concentración de MDA comprados con el Sin Tx, mientras el rSe-HA disminuye y 

evita de manera significativa la concentración 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 [1mM] más MET 2mM ó 0.20 µg/ml de rSe-HA (cajas rojas). El grupo con AO aumentó la 

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

HA evita la producción 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. DISCUSIÓN. 
 

La esteatosis hepática es una enfermedad metabólica que abarca la acumulación de 

grasa dentro del hepatocito, lo que lo lleva a un estado prooxidante y proinflamatorio que, a 

la larga, por un lado, potencia el síndrome metabólico del cual suele ser parte, como el 

desarrollo de enfermedades mucho más graves como la NASH y cirrosis. Dadas las 

condiciones multifactoriales y la complejidad de la NAFLD y la contribución del estrés 

oxidante y la generación de citocinas como el TNFa e IL6 en su desarrollo, los 

fitomedicamentos son una buena opción para su control, ya que al estar compuestos por 

múltiples moléculas con diferentes blancos terapéuticos pueden actuar como reductores de 

grasa potenciando la lipolisis, reduciendo la aucmulación de especies reactivas de oxígeno y 

además evitando el ambiente proinflamatorio, lo que evitaría la polifarmacia. Trabajos 

previos han demostrado que el extracto hidroalcohólico [103] y la fracción acetónica [19] de la 

raíz de S. edule evitan el daño hepático inducido por la aplicación crónica de angiotensina II 

en ratón [19, 120]. En este trabajo analizamos el efecto del extracto en condiciones clásicas de 

generación de NAFLD que es por la acción del AO que es el lípido más abundante en 

personas con SM y al que se le ha relacionado con el desarrollo de esta patología. 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 patologías se va principalmente sobre 

la disfunción mitocondrial y la activación de factores de transcripción lipogénicos como 

SREBP2, mientras que cuando se utiliza AO la inducción se relaciona principalmente con la 

activación de factores de transcripción como PPAR, SREB1c aunado a la saturación 

catabólica de la célula y al ambiente proinflamatorio. Por esta razón, se consideró retar al 

rSe-HA en el modelo de OA para disminuir  la esteatosis, estrés oxidante y la producción de 

citocinas proinflamatorias en hepatocitos HepG2. 

De manera interesante la CE50 calculada para el extracto y utilizada a lo largo de este 

trabajo, es más baja que la de la MET para ambas condiciones (panel C, D) lo que indica que 

rSe-HA es más potente para evitar y revertir la acumulación de lípidos inducida por el AO 

que la MET, ya que entre más baja sea la CE50 del fármaco a evaluar, es más potente es para 

llegar al efecto esperado [136].  
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Por otro lado, si comparamos la concentración utilizada en este proyecto con respecto 

a las concentraciones evaluadas por otros autores de partes aéreas en modelos in-vitro [105], 

la raíz es más potente; ya que las concentraciones de partes aéreas son de 1 mg/ml a 5 mg/ml 

[105] mientras que de la raíz fue de 0.20µg/ml lo que implica solo la 4ta y 5ta parte de las 

concentraciones mencionadas. El cálculo de la concentración de ácido cinámico presente en 

la CE50 del rSe-HA (0.27 ng/mL) permitirá estandarizar en futuros estudios la concentración 

efectiva a utilizar. Además, si también se compara la concentración de ácido cinámico (0.27 

ng/mL) presente en la CE50 del rSe-HA, con respecto a otros estudios in-vitro donde utilizan 

ácido cinámico comercial; la concentración usada por estos autores es mucho mayor, ya que 

utilizan entre 25 y 200 µM[119]. Por lo tanto, esto indica su eficiencia y potencia 

farmacológica; además, se ha reportado que el ácido cinámico sintético a mayor dosis 

administrada y de manera constante posee efectos tóxicos, por lo que lo ideal son 

concentraciones bajas [181], tal y como se encuentra en la CE50 del rSe-HA.  

Una vez establecida la CE50 para ambos modelos, se evaluó su efecto sobre la 

esterificación de lípidos a Triglicéridos, los cuales son los responsables de hacer disfuncional 

el hepatocito [18, 139]. La figura 5 muestra que el grupo de células tratadas con AO 

incrementaron la concentración de TGs en ambos modelos (panel A y B), lo cual concuerda 

con diferentes autores, quienes reportan que el AO aumenta la producción de TGs [76,140]. 

Esto se debe a que el AO activa a factores de transcripción lipogénicos como PPARγ y 

SREBP1c. El AO los activa por dos vías distintas ii) se une a la subunidad de unión al ligando 

de PPARγ y ii) activa la vía proinflamatoria la cual al producir citocinas como TNFα va a 

activar a SREBP1c [34-37]. Cuando se empleó la CE50 del rSe-HA para evitar y revertir la 

esteatosis inducida por el AO, el extracto no solo evitó el aumento en la concentración 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 

acumulación de lípidos [18,108,135,136,138] y al evaluar el modo de acción proponen que 

es por la inactivación de SREBP1c, SREBP2 y PPARγ [109,110,135,136,138]. Con base en lo 

anterior, y a lo reportado por diferentes autores indican que algunas de las moléculas que 

conforman el rSe-HA como el ácido cinámico, el ácido cumarico, la apigenina, el 

metiltetradecanoato, el ácido hexadecanoico, el escualeno y estigmasterol [102], disminuyen 
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la acumulación y esterificación de TGs, a través de la inactivación de factores de 

transcripción como SREBP1c, SREBP2 y PPARγ [141-150]. Por lo tanto, se propone que estos 

compuestos estuvieran confiriendo el efecto anitilopogenico al extracto. Por otro lado, al 

analizar el efecto de la metformina, un fármaco recetado para el control del hígado graso 

[171,172,173] y que en este estudio se utilizó como control farmacológico para validar el efecto 

del rSe-HA como antilipógenico; se observa cómo redujo la concentración 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 inactivación de 

SREBP1c, SREBP2 y PPARγ [171,172,173]. Por esta razón, se podría proponer que el rSe-HA 

tiene un efecto antilipogénico como la MET ya que podrían estar actuando de la misma 

forma, lo que lleva a la disminución de lípidos por ambos tratamientos. 

El efecto antilipogénico no solo consiste en la inactivación de la lipogénesis, sino 

también en la activación de la lipolisis [107, 109,110,116]. Por lo tanto, con el objetivo de conocer 

si el rSe-HA evita y reduce la acumulación de TGs por la activación de la lipolisis, se 

cuantificó la concentración de glicerol, el cual es liberado por la ruptura de los TGs [107, 109]. 

La figura 6 indica que el AO a las 24 hrs aumenta la concentración 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 ácidos grasos por 24 hrs se aumenta la concentración de glicerol y este valor 

disminuye a las 48 hrs, comparados con su control [141]. Estos autores proponen que a las 24 

hrs las células comienza a ser menos eficiente por la saturación enzimática y a las 48 hrs ya 

son incapaces de romper los TGs [141,76] como consecuencia del daño mitocondrial y del 

retículo endoplásmico liso (REL) [151]. Esta condición, permite que la síntesis de lípidos sea 

más eficiente [152] llevando a una baja concentración 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 

concentración de glicerol (Fig 6 A, B), lo que indica que ambos Tx están induciendo la 

ruptura de los TGs.  Otra forma de evaluar el estado de activación/inactivación del 

catabolismo de lípidos, es a través del estado redox de las células, ya que cuando hay 

formación de moléculas (anabolismo) incrementa el estado oxidante[182, 183] y disminuye el 

estado reductor; mientras que cuando se degradan macromoléculas (catabolismo) el estado 

oxidante baja y el poder reductor incrementa [182,183].  Por esta razón se evaluó 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 formazán [176-1810] por lo que la concentración de formazán se relaciona con el 

aumento o disminución de glicerol. En la figura 7, se muestra como el AO a las 24 hrs 

disminuye la concentración de formazán 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 exposición, la misma 

saturación metabólica causan daño en estos organelos, condición que deteriora la 

degradación de lípidos en las células y aumenta su formación[141,76]; razón por la cual 

probablemente no aumentó la concentración de formazán ya que está incrementando el poder 

oxidante. Cuando se analizó el efecto del rSe-HA y de la MET sobre la producción de 

formazán en presencia de AO, ambos Tx aumentaron de manera significativa su 

concentración. Esto indica que muy probablemente están aumentando el poder reductor, y ya 

que también aumentan la concentración de glicerol, indicaría que así como se están formando 

los TGs la célula los está degradando, (Fig 6 A) razón por la cual ambos Tx evitan el aumento 

de TGs (Fig 5 A). Finalmente, cuando se retó el rSe-HA y la MET en células esteatoticas, 

ambos incrementaron la producción de formazán y de glicerol (Fig 6); lo que indica que muy 

probablemente también están aumentando el poder reductor, lo que se relaciona con la baja 

concentración de TGs (Fig 5 B) y el aumento de glicerol (Fig 6 B). La metformina, un 

fármaco antilipogénico por excelencia [84,85,86], reduce la acumulación de lípidos y TGs 

[140,141,142] por la activación de la lipólisis a través de la activación de AMPK por su 

fosforilación en el residuo Thr172 [84,85,86] lo que lleva a un aumento en la concentración de 

glicerol [121]. La AMPK es una cinasa implicada en la activación del catabolismo (lipolisis) y 

la inactivación del anabolismo (lipogénesis) [49-51] y es blanco terapéutico de muchos 

fármacos antilipogénicos, y se ha demostrado por otros autores que los extractos acuosos y 

etanolicos de partes de áreas de S. edule, también son eficientes para activar a AMPK por la 

fosforilación del residuo Thr172 [135,137]. Algunos de los compuestos del rSe-HA como el ácido 

cinámico, el ácido cumarico, la apigenina, el metiltetradecanoato, el ácido hexadecanoico, el 

escualeno y estigmasterol, han sido evaluados por diferentes autores y han sido eficientes 

para disminuir la concentración de lípidos y TGs al activar a AMPK a través de la 

fosforilación del residuo Thr172 [141,142,147,150,154-158]. Con base en lo anterior, se cree que el 

rSe-HA tiene una actividad antilipogénica como la MET ya que i) evita la acumulación y 
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esterificación de TGs,  ii) activa la lipólisis aumentando la concentración de glicerol y iii) 

aumentan el estado reductor. También proponemos, que muy probablemente gracias a sus 

múltiples compuestos químicos, ejerce un modo de acción sobre la activación de i) enzimas 

reductoras (CYP450) [133-135], ii) AMPK a través de la fosforilación del residuo Thr172 

[141,142,147,150,154-158], aunado a la inactivación de la lipogénesis.   

 Otra condición que se genera durante el daño hepático es la producción de 

mediadores proinflamatorios como, TNFα e IL6, las cuales tienen un papel preponderante en 

el desarrollo de esteatosis hepática [25, 39] y RI [26,38].  Al evaluar su presencia en el medio de 

cultivo de células expuestas al AO, estas aumentaron la concentración de ambas citocinas. 

Esto se debe a que el AO induce la salida de la cisteína proteasa B (Catepsina B) que sale de 

los lisosomas al citosol [21, 22], la cual activa a NFkB a través de la disociación y degradación 

de Ikk α/β, lo que lleva al hepatocito a producir citocinas proinflamatorias como TNF-α e 

IL6 [21,22]. El rSe-HA evitó y redujo la concentración de manera significativa de ambas 

citocinas proinflamatorias (Fig 7 A, D), lo que se puede deber a que muchos de los 

compuestos químicos de la planta como el ácido cinámico, el ácido cumárico, la apigenina, 

el metiltetradecanoato y el estigmasterol [102] inactivan a NF-κB mediante la supresión de la 

fosforilación de p65 [159-164], lo que evita que se transloque al núcleo evitando así la expresión 

de genes involucrados en la síntesis de citocinas proinflamatorias. La metformina también 

demostró evitar y reducir esta concentración de las citocinas proinflamatorias (Fig 7 A, D); 

lo cual concuerda con lo reportado en el 2016 por Cameron y cols [165]. Estos mismos autores 

proponen que este efecto antiinflamatorio, es gracias a que actúa rio-arriba de IKKα/β lo que 

lleva a la supresión de la fosforilación de p65 [165]. Lo que finalmente, lleva a que ambos 

tratamientos evitan la inflamación inducida por el AO, la cual tiene un papel preponderante 

en el desarrollo de esteatosis y RI.  

Otro parámetro evaluado fue la RI que fue inducida por el AO, la cual lo logra a través 

de las vías proinflamatorias (TNFα e IL6) y que se asocia a la disminución en el consumo de 

glucosa de la célula [40,52]. La figura 8 muestra que el tratamiento con AO disminuyó la 

concentración de glucosa en las células (panel A, B), ya que tanto TNF-α 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 Ser312 y Ser616 [40, 52] lo cual va a mantener inhibido a AKT, evitando así 
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la translocación de los receptores GLUT2 al exterior, evitando así el consumo de 

glucosa[40,52]. Cuando se retó al rSe-HA en células con AO, se observó que el extracto, así 

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 más glucosa, (Fig 8 A, B). Esto 

concuerda con estudios in-vivo en donde ratones obesos con RI inducida por dieta 

hipercalórica, el rSe-HA disminuyó la glucosa en sangre, y tuvo un efecto sensibilizador a la 

insulina[101]. Muy probablemente este efecto se debe a la actividad de los diferentes 

compuestos químicos del extracto que lo conforman, tanto el ácido cinámico y cumarico se 

han reportado que tienen efecto sobre la fosforilación del residuo Tyr de IRS1 lo que lleva a 

un consumo de glucosa adecuado [168,169,170]. Ya que tanto el rSe-HA como la MET evitan la 

producción de citocinas, se puede decir que están actuando desde el inició de esta condición 

clínica y además al mismo tiempo al inducir la fosforilación adecuada del sustrato del 

receptor de Insulina 1 (IRS-1) probablemente están logrando sensibilizar a las células a la 

insulina. 

 El incremento en la lipólisis en la mitocondria y del REL por el exceso de lípidos, 

trae consigo un aumento de ROS. La sobreproducción de ROS provoca la oxidación de ácidos 

grasos poliinsaturados de las membranas celulares a través de sus electrones libres, y forman 

compuestos derivados de aldehídos [66]; como el 4- hidroxi-2-nonenal (4-HNE) [66,67] y el 

malonaldehído (MDA), los cuales son los que inician la necrosis y potencian la 

inflamación[69]. Al evaluar la producción de lípidos peroxidados (MDA) por el efecto del EO, 

se observó que el AO incrementó la concentración 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 peroxidación lipídica que trae consigo 

producción de malonaldehido, que es un lípido peroxidado que se encargará de necrosar y 

potenciar la inflamación [66,67]. Este mismo efecto observado en la MET, se debe a que al 

aumentar la lipolisis por la activación de AMPK, también aumenta los ROS así como fue 

reportado por Mogabero y cols., en el 2017 y Batandier y cols., en el 2006 [174,175]; y dado 

que este medicamento no tiene efectos antioxidantes no disminuye la concentración de MDA. 

Mientras que el rSe-HA no solo aumentó la actividad de AMPK para disminuir la carga 

lipídica, sino además contrarrestó 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 vías i) actúan como 

scavenger ya que interactúan con los electrones libres de los ROS, e ii) inducen la activación 

del factor de transcripción Nrf2 a través de vía de señalización de PKC [176]; el cual una vez 

dentro  del núcleo Nrf2 induce la expresión de genes implicados en la síntesis de proteínas 

como la homo-oxigenasa 1 (HO1). La HO1 será la responsable de potenciar el efecto 

antioxidante ya que transformará los ROS en H2O y O2 [176,177] lo cual ayuda a evitar el estrés 

oxidante, peroxidación lipídica y por ende la necrosis e inflamación. Por lo tanto, se diría que 

el rSe-HA a comparación de la MET no solo tendrá efecto antilipogénico y antiinflamatorio, 

sino que también evitará el aumento en la producción de ROS por su efecto antioxidante.  

9. CONCLUSIÓN  
El extracto hidroalcohólico de la raíz 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 ácido oleico.   

10.  PERSPECTIVAS 
• Evaluar si el rSe-HA [0.20ug/ml] evita la producción de lípidos a través de la 

actividad del enzima ácido graso sintasa (FAS). 

• Evaluar si el rSe-HA [0.20ug/ml] activa el catabolismo de lípidos por la 

activación de AMPK en el residuo Thr 172. 

• Evaluar el efecto del rSe-HA [0.20ug/ml] sobre los ácidos grasos libres 

liberados por la degradación de Triglicéridos y/o la acumulación lipídica, a 

través de la producción de cuerpos cetónicos.  

• Evaluar si el rSe-HA [0.20ug/ml] aumenta el metabolismo el aumento en la 

producción de ATP o electrones. 

• Evaluar si el rSe-HA [0.20ug/ml] vence la resistencia a la insulina por la 

fosforilación de sustrato del receptor de insulina (IRS-1) en residuos Tyr y no en 

Ser. 

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

proinflamatorios a través de la no activación de NFkB (p65). 
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Dra. Vera Lucia Petricevich 
Directora 
Facultad de Medicina 
P r e s e n t e: 
 
 
 
 

Estimada Dra. Petricevich, por este conducto me permito informarle que he 
revisado el trabajo de Tesis “Efecto del Extracto hidroalcohólico de la raíz de 
Sechium edule (Jacq.) S.w. como antiesteatósico, anti perfil proinflamatorio y 
antioxidante en hepatocitos HepG2 disfuncionales”, que para obtener el grado de 
Maestro en Medicina Molecular me proporcionó el alumno Zimri Aziel Alvarado Ojeda. Le 
comunico que su contenido es adecuado y suficiente, por lo que de acuerdo al artículo 75 
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dictamen: 
 
 

I. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente. 
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A5Hmhw6yBtyI6iQKFAOceZ+GRhk2mb+nsDIRJYdoU1WOrLBlGZ6AT72DnzrWTN9GBdvIoZw==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente dirección electrónica o

escaneando el código QR ingresando la siguiente clave: 

WRh7Ju1nl

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

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

