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RESUMEN

La Enfermedad del Higado Graso No Alcohdlico (EHGNA) ocurre por un incremento
de lipidos (=5%) en los hepatocitos, lo que genera un ambiente lipotoxico y facilita
la muerte celular, impulsada por el aumento de triacilglicéridos (TAG) y el estrés
oxidante. Este ultimo, junto con la mitocondria, es un potencial blanco terapéutico.
El presente estudio busco determinar el efecto antioxidante e hipolipemiante del
extracto etandlico de Eryngium carlinae en un modelo de ratas con EHGNA inducida
por una dieta alta en grasas y carbohidratos. Para esto, se realizaron pruebas in
vitro que confirmaron la actividad antioxidante del extracto (ensayos ABTSe y
capacidad reductora) de forma dosis-dependiente. Luego, se llevaron a cabo
estudios in vivo en ratas Wistar, divididas en cinco grupos experimentales (control,
control + extracto, EHGNA, EHGNA + extracto, EHGNA3 + extracto). El tratamiento
fue administrado oralmente con una dosis de 30 {mg/kg} durante 90 dias. Al finalizar,
se midieron el peso corporal y hepatico, glucosa, TAG séricos y hepaticos,
marcadores de dafio hepético (ALT, AST, FA) y de estrés oxidante (peroxidacion
lipidica, actividad de catalasa y superoxido dismutasa). También se evalud la
funcién mitocondrial, incluyendo el consumo de oxigeno, potencial de membrana,
produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y actividad de la cadena de
transporte de electrones (CTE). Los resultados mostraron que el extracto de E.
carlinae disminuyd los niveles de TAG séricos y hepaticos, redujo los marcadores
de estrés oxidante y promovié la actividad de las enzimas antioxidantes. Se
concluye que el extracto posee actividad antioxidante e hipolipidémica en el modelo
de la enfermedad. Sin embargo, se advierte que, en individuos sanos, el extracto
actué como un prooxidante, indicando que la dosis empleada en el modelo enfermo
no es la adecuada para un individuo sano.

(Higado, graso, Eryngium, mitocondrias, antioxidante).



SUMMARY

The core issue in Non-Alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD) is an accumulation of
lipids (25%) in hepatocytes, creating a lipotoxic state that drives cell death through
increased hepatic triglycerides (TAG) and oxidative stress. Given this, oxidative
stress and the mitochondria (a source of reactive oxygen species, or ROS) represent
key therapeutic targets for NAFLD treatment. This study investigated the antioxidant
and hypolipidemic effects of the ethanolic extract of Eryngium carlinae in a rat model
of diet-induced NAFLD.

Initial in vitro assays confirmed the extract's antioxidant potential, showing dose-
dependent activity in radical scavenging (ABTSe assay) and reducing capacity.
Following this, an in vivo study was conducted over 90 days on male Wistar rats,
which were separated into five groups: control, control + extract, NAFLD, and two
NAFLD groups treated with the extract at 30 {mg/kg} orally.

Key measurements taken after the treatment included body and liver weight, serum
glucose and TAG, and markers of liver injury (ALT, AST, ALP). Researchers also
assessed oxidative stress markers, including lipid peroxidation and the activity of
antioxidant enzymes (catalase, superoxide dismutase). Mitochondrial function was
also analyzed, focusing on oxygen consumption, membrane potential, ROS
production, and the Electron Transport Chain (ETC) complex activity.

The results demonstrated that E. carlinae extract administration successfully
decreased serum and hepatic TAG levels, reduced oxidative stress markers, and
promoted the activity of the body’s antioxidant enzymes. The study concludes that
the extract possesses significant antioxidant and hypolipidemic activity against
NAFLD. However, an important caveat was found: the extract acted as a pro-oxidant
in the healthy control rats, suggesting the effective dose used to treat the diseased
model is not safe or recommended for healthy individuals.

(Liver, fatty, Eryngium, mitochondria, antioxidant).



1. Introduccién
1.1 Higado

El higado es un érgano compuesto de una masa parenquimatosa continua que se
encuentra penetrada de redes de vasos sanguineos. La irrigacion sanguinea que
recibe proviene de dos fuentes: el 25 % proviene de la arteria hepética, la cual es
rica en oxigeno, y el 75 % restante proviene del intestino a través de la vena porta
hepatica. El peso del higado de un humano adulto es de entre 1300 y 1700 g
dependiendo del peso del cuerpo y del sexo (2 % del peso del cuerpo), mientras
que el higado de los roedores es relativamente grande comprendiendo del 4-5 %

del peso del cuerpo (Lammert y Zeeb, 2014; Arias et al., 2020).

De acuerdo a la apariencia externa, el higado esta dividido en la superficie
anterior en 2 lobulos anatomicos izquierdo y derecho (divididos por el ligamento
falciforme); en cambio en la superficie posterior el hilio hepatico delimita 2 I6bulos
adicionales, en la parte media superior se encuentra el I6bulo caudado y en la parte
media inferior el I6bulo cuadrado (Trefts et al., 2017)

Histologicamente, el 70 % de la masa celular hepatica esta constituido por
células del parénquima hepético (hepatocitos), mientras que el 30 % esta
comprendido por células no parenquimatosas, las cuales incluyen macrofagos
residentes denominados células de Kupffer (CK), células estrelladas hepaticas

(CEH), células endoteliales y células granulares (Trefts et al., 2017).
1.2 Funciones del higado

Los diferentes tipos celulares conforman la placa celular hepatica, la cual es la
unidad funcional y estructural del higado. A lo largo de la placa se encuentran entre
20 y 30 hepatocitos, los cuales, debido a la formaciéon de un gradiente de

metabolitos, hormonas y oxigeno y a las sefiales celulares de células vecinas, dan



lugar a una zonacién metabdlica, haciendo que los hepatocitos lleven a cabo

diferentes funciones dependiendo de su ubicacion (Lammert y Zeeb, 2014).

Las principales funciones del higado son: procesar y almacenar nutrientes, y
garantizar el suplemento de nutrientes hacia otros 6rganos; detoxificar y excretar
xeno- y endobiodticos a la vesicula biliar; participar en la respuesta inmune y disparar
la respuesta de la fase agua de la inflamacion; y llevar a cabo funciones de
homeostasis como el de la glucosa, el metabolismo y transporte de lipidos (TAG y
colesterol), el procesamiento y secrecion de hormonas y la sintesis de acidos
biliares y de proteinas plasmaticas, y el metabolismo del amonio y la regulacién
metabdlica del pH sistémica a través de la sintesis de urea (Trefts et al., 2017,
Lammerty Zeeb, 2014).

1.3 Padecimientos del higado

El higado es esencial para poder digerir los alimentos y eliminar algunas sustancias
toxicas que hay en el organismo. Pero, al igual que cada parte del cuerpo, existen
diferentes padecimientos que lo pueden afectar, asi, las enfermedades del higado
mas comunes pueden generarse por herencia o dafio al 6rgano (Trefts et al., 2017;
Lammerty Zeeb, 2014).

Las enfermedades del higado se dividen en funcién a su origen y pueden ser

por:

Infecciones: los parasitos o virus pueden infectar el higado, lo que provoca
inflamacion y disminuye su funcionamiento. En esta categoria, la hepatitis A, By C

son las mas frecuentes (Trefts et al., 2017; Lammert y Zeeb, 2014).

Sistema inmunitario: se puede presentar alguna anomalia en el sistema
inmunitario, que ataca alguna parte del cuerpo, si esto sucede en el higado, se
puede presentar hepatitis autoinmune, colangitis biliar primaria o esclerosante

primaria.

Genética: la presencia de algun gen anormal, heredado por uno o ambos

padres, puede resultar en dafio hepatico debido a hemocromatosis, enfermedad de



Wilson o deficiencia de alfa-1 antitripsina (Trefts et al., 2017; Lammert y Zeeb,
2014).

Tumores: la presencia de cancer o tumores en el higado afecta su

funcionamiento y la salud de la persona.

Otros: existen otras acciones o situaciones que pueden generar algun tipo de
enfermedad hepatica como: consumo prolongado de alcohol, consumo de algun tipo

de medicamentos y acumulacion de grasa en el higado sin causa alcohdlica.
1.3.1 Enfermedad del higado graso no alcohdlico

La enfermedad del higado graso no alcohdlica (EHGNA) con el tiempo ha pasado
de ser una enfermedad raramente conocida a la causa mas comun de enfermedad

hepatica cronica en el mundo (Guo et al., 2022).

Actualmente, se define EHGNA como un término general para una variedad
de enfermedades en las que la esteatosis esti presente en mas del 5 % de los
hepatocitos con factores de riesgo metabdlico, excluyendo el consumo excesivo de
alcohol u otra enfermedad hepética cronica. EHGNA se divide en higado graso no
alcohdlico y esteatohepatitis no alcohdlica (ENA) segun las caracteristicas
histoldgicas. La EHGNA se define como todos los casos caracterizados por
esteatosis, con o sin inflamacién lobulillar leve. Por el contrario, la ENA se
caracteriza ademas por la presencia de dafio hepatocelular. Aunque la esteatosis

simple se considera una enfermedad “benigna”, su asociacién con fibrosis hepatica

Diferentes etapas de EHGNA

[
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puede conducir al desarrollo de cirrosis y carcinoma hepatocelular (Guo et al., 2022)

(Véase Figura 1).

Figura 1. Etapas de la EHGNA. El higado sano desarrolla higado graso no alcohdlico con esteatosis
hepatocelular como caracteristica principal, si esta no es tratada puede progresar a esteatohepatitis
no alcohdlica que es una forma grave de la enfermedad definida como inflamacién y fibrosis y a
medida que el dafio progresa se convierte a cirrosis e incluso a carcinoma hepatocelular (Modificado
de Guo et al., 2022).

1.3.1.1 Causas

El aumento global del sindrome metabdlico es una entidad clinica cronica,
caracterizada por un grupo de factores de riesgo que implican un problema mundial
en la salud publica; es un trastorno metabdlico con incidencia importante,
directamente relacionado con enfermedades cronicas no transmisibles que causan
gran morbimortalidad y que incluye obesidad de distribucion central, elevacion de
los triglicéridos, dislipidemia aterogénica, hiperglucemia e hipertension arterial,
acompafiado de estados protrombdéticos y periodos proinflamatorios que favorecen
la aparicion de diabetes mellitus tipo 2 y enfermedad cardiovascular que promueven
la aparicion de la EHGNA (Ramirez et al., 2021)

1.3.1.2 Prevalencia

Un analisis global en el afio 2020 mostr6 que la EHGNA tiene una alta prevalencia
en los continentes. Esto se ha asociado a las altas ingestas cal6ricas, la actividad
fisica, la distribucién de la grasa corporal, la genética de cada individuo y el nivel

socioeconémico (Guo et al., 2022).

En la encuesta de examen nacional de salud y nutricion 2019-2020 se
incluyeron mas de 11.000 individuos con EHGNA, los cuales fueron seguidos por
una media de 14,5 afos, donde la principal causa de muerte fue enfermedad
cardiovascular (9.3 %) y malignidad (5 %), mientras que las complicaciones
relacionadas con la enfermedad hepatica solo fueron reportadas como causa de
muerte en el 0,4 %. Hasta la fecha, la evidencia ha indicado que la enfermedad

coronaria es la principal causa de morbimortalidad en pacientes con EHGNA, asi



como un vinculo con alteraciones funcionales y estructurales del miocardio, con o

sin caracteristicas coexistentes del sindrome metabdlico (Verlarde et al., 2019).

Es preocupante que la prevalencia de EHGNA esté aumentando en todo el
mundo, incluyendo paises como México, donde existen varios factores de riesgo
como la obesidad, la diabetes tipo 2 y la resistencia a la insulina. Es importante
tomar medidas inmediatas para abordar este problema de salud nacional, como
promover habitos de vida saludables, fomentar la actividad fisica, mejorar la
alimentacion y brindar acceso a servicios de salud para el diagnéstico y tratamiento

oportuno de esta enfermedad (Bernal et al., 2019).
2. Antecedentes
2.1 Mitocondria

Se conoce a la mitocondria como la central de energia de la célula. Su principal
funcidén es generar un suministro constante de trifosfato de adenosina (ATP), que
es la molécula energética fundamental para la célula. El proceso mediante el cual
se produce ATP a partir de moléculas de combustible como los azlicares se conoce
como respiracion celular, y gran parte de este proceso tiene lugar dentro de las
mitocondrias. Estos organulos estan suspendidos en el citosol gelatinoso de la
célula, tienen una forma ovalada y estdn compuestos por dos membranas: una
externa que rodea todo el organulo, y una interna que presenta numerosos pliegues
hacia el interior conocidos como crestas, las cuales aumentan su superficie. El
espacio entre las membranas se conoce como espacio intermembranoso, y el
compartimento encerrado por la membrana interna se llama la matriz mitocondrial.

La matriz contiene ADN mitocondrial y ribosomas (Lehninger et al., 2002).
2.2 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo se caracteriza por un desequilibrio entre agentes oxidantes y
antioxidantes a favor de los oxidantes, lo que resulta en una alteraciéon de la
sefalizacion y el control rédox, asi como en el dafio molecular (Sies y Jones, 2007).
A pesar de que el oxigeno es esencial para la vida, también puede actuar como una

especie altamente reactiva que genera ERO y radicales libres, lo que puede ser



perjudicial. Los radicales libres son atomos o moléculas con electrones
desaparecidos que, al emparejar su electron desapareado con el de otras
moléculas, provocan la oxidacién de dichas moléculas. Entre los radicales libres
derivados del oxigeno se encuentran el anion superoxido (Oze7) y el radical hidroxilo
(eOH). Ademas, las ERO también incluyen moléculas no radicales como el peroxido
de hidrégeno (H202) (Duragkova, 2008; Rains y Jain 2011; Jebur et al., 2016; Ullah
et al., 2016).

Las ERO en cantidades moderadas desempefian un papel importante como
moléculas sefalizadoras y como productos bioquimicos de diversas reacciones
enzimaticas que ocurren en diferentes compartimentos celulares como parte del
metabolismo normal. Sin embargo, cuando las ERO se encuentran en grandes
cantidades, dependiendo de la fuente, el tipo celular y el tejido, pueden causar dafio
celular, disfuncién metabdlica y activar una respuesta inflamatoria, lo que contribuye

a la fisiopatologia de la diabetes mellitus (Forrester et al., 2018).
2.3 Antioxidantes

Los antioxidantes se definen como sustancias que pueden neutralizar directamente
las ERO o actuar indirectamente regulando las defensas antioxidantes o inhibiendo
la produccion de ERO (Khlebnikov et al., 2007). La actividad antioxidante puede
llevarse a cabo a través de diferentes mecanismos, como la inhibicion de reacciones
de oxidacion, la interrupcion de cadenas de autooxidacidén y enzimas prooxidativas,

la quelacion de metales, entre otros (Carocho y Ferreira, 2013).

El sistema endbgeno antioxidante se divide principalmente en dos
categorias: enzimatica y no enzimatica. El sistema enzimatico estd compuesto por
enzimas que previenen la formacion o neutralizan los radicales libres. Estas

enzimas incluyen:

Glutatidon peroxidasa (GPx): Dona dos electrones para reducir el perdxido de

hidrogeno (H202) a agua mediante la oxidacion del glutation.

Catalasa: Convierte el peroxido de hidrogeno (H202) en agua y oxigeno

molecular.



Superoxido dismutasa (SOD): Dismuta el anién superéxido (Oze~) en

peroxido de hidrégeno (H205).
Ademas, hay dos enzimas que apoyan a otros antioxidantes:

Glutation reductasa (GR): Reduce el glutation oxidado (GSSG) a su forma
reducida GSH mediante la oxidacion de NADPH a NADP+, lo que ayuda a reciclar

el glutation para neutralizar mas radicales libres.

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa: Regenera NADPH, un cofactor necesario
para la enzima GR, a partir de la reduccion de NADP+, lo que es crucial para
mantener el equilibrio del glutation GSH (GSH/GSSG).

El sistema antioxidante no enzimatico esta conformado por compuestos de

bajo peso molecular, que incluyen:

Vitamina A (&cido retinoico): Ayuda a prevenir la propagaciéon de la

peroxidacién de lipidos al combinarse con radicales peroxilo (HO2).

Carotenoides: Tienen la capacidad de unirse a radicales peroxilo (HO2) para

evitar la peroxidacion de lipidos.

Vitamina C (acido ascorbico): Neutraliza radicales libres en el agua e
hidroperéxidos de alcohol.

Vitamina E (a-tocoferol): Estabiliza los radicales lipidicos para prevenir la

propagacion de la peroxidacion lipidica.

Coenzima Quo: Previene o neutraliza los radicales peroxilo (HOz2) en los

lipidos y participa en la regeneracion de la vitamina E.
Acido arico: Un potente secuestrador del radical hidroxilo (e OH).

Glutation (GSH): Un tripéptido que desempefia multiples funciones, como
participar en la detoxificacion de H202 y HO2 de los lipidos a través del glutation
peroxidasa, reducir H202 a agua y oxigeno, proteger los lipidos de la membrana

contra el estrés oxidativo, actuar como cofactor de enzimas detoxificantes,



regenerar las vitaminas C y E, y proteger las células contra la apoptosis al

interactuar con vias de sefalizacion pro y antiapoptoticas.

Estos compuestos juegan un papel crucial en la proteccién celular contra el
estrés oxidativo al neutralizar los radicales libres y prevenir el dafio oxidativo en las

células.
2.4 Estrés oxidativo en el higado

El incremento de acidos grasos libres en el higado promueve el dafio a la -
oxidacién y a la disfuncion mitocondrial, como consecuencia, una inflamacion, lo

que induce al estrés oxidativo (Montes Teves 2016).

Las mitocondrias realizan un papel sumamente importante en la oxidacién de

acidos grasos y el aporte de energia (Guo et al., 2022).

Los individuos con EHGNA presentan dafio mitocondrial ultraestructural,
menor actividad del complejo de la cadena respiratoria y alteracion de la sintesis de
ATP. En el hepatocito la glucosa mejora la glucdlisis lo que conduce a un aumento
en el contenido de piruvato a través de la via de la lipogénesis de novo (DNL) asi el
piruvato llega a las mitocondrias y se convierte en acetil-CoA por otro lado los AGL
provenientes del plasma a través de la carnitina palmitoiltransferasa 1 (CPT1) pasan
a convertirse en acil-CoA que mediante la B-oxidacion se convierte en acetil-CoA
que junto con el porcentaje de acetil-CoA de la glucolisis ingresan al ciclo de &cido
tricarboxilico (TCA) para generar energia. Cuando los componentes de la cadena
respiratoria mitocondrial se encuentran reducidos anormalmente por los electrones
reaccionando con el oxigeno, producen una cantidad elevada de ERO. Las ERO se
contindan oxidando hasta formar peréxidos de lipidos, lo que provoca una reaccion

inflamatoria (Wang et al., 2023).
2.5 Tratamiento para la EHGNA

En la préactica clinica, los pacientes con EHGNA muestran triglicéridos elevados,
LDL elevado y HDL reducido en las pruebas bioquimicas, sintomas que suelen estar
asociados con caracteristicas del sindrome metabdlico, como la obesidad, la

dislipidemia, la diabetes tipo 2 y la hipertension. Sin embargo, se desconoce la



patogénesis de la EHGNA y esto se ha convertido en un obstaculo para el
tratamiento de la EHGNA. Los primeros estudios sugieren que la resistencia a la
insulina (IR) y la esteatosis hepatica debido al exceso de acidos grasos son el
"primer golpe", mientras que los hepatocitos eventualmente sufren dafio,
inflamacion, fibrosis y otros cambios patoldgicos debido al estrés oxidativo y la
peroxidacion lipidica para formar el "segundo golpe". Hoy en dia, esta ampliamente
aceptado que la teoria del "impacto multiple" se basa en la teoria del "segundo
impacto”, que incluye varios factores como el estrés oxidativo, el estrés del reticulo
endoplasmico (RE) y la lipotoxicidad. Esta teoria también proporciona una

explicacion mas precisa de la patogénesis de la EHGNA (Guo et al., 2022).

El tratamiento de la EHNA es problematico debido a la falta de farmacos
aceptados por la Food and Drug Administration (FDA). Si bien las directrices
recomiendan un rango limitado de medidas, incluyendo cambios en el estilo de vida
y la dieta, el uso de terapia hepatoprotectora es limitado en la EHGNA (Kosmalski
et al., 2023).

Sin embargo, los pacientes con EHGNA suelen tener dificultades para
mantener un estilo de vida mejorado. Se ha descrito que los efectos de los productos
naturales generalmente se evaluaban en diversas vias de sefializacion relacionadas
con el metabolismo de los lipidos, el estrés oxidativo, el estrés del reticulo
endoplasmico (RE) y la lipotoxicidad, y mostraban excelentes efectos terapéuticos
(Arab et al., 2021).

2.6 Eryngium spp.

En México se han registrado al menos 300 especies de plantas con propiedades
hipoglucémicas, pertenecientes a 93 familias diferentes. Entre estas familias se
encuentran Asteraceae, Fabaceae, Cactaceae, Solanaceae, Agavaceae,
Lamiaceae y Apiaceae, entre otras (Andrade-Cetto y Heinrich, 2005). El género
Eryngium spp. L., es el que cuenta con la mayor cantidad de especies (230-250)
distribuidas en regiones templadas y tropicales de Euroasia, Africa, América
(especificamente en la zona centro occidental de México y en el centro oriental de

Sudamérica) y Australia. Algunas especies de Eryngium spp. L. se han utilizado con



propoésitos ornamentales, alimenticios y medicinales. Se les atribuyen diversas
actividades biolégicas como antimicrobiana, citotdéxica, anticancerigena,
antifangica, hipoglucémica, antiinflamatoria, analgésica, antioxidante, antidiabética
y efectos contra el veneno de serpientes y escorpiones (Wang, 2012; Sepanlou et
al., 2019).

Los estudios en la literatura de la composicion fitoquimica de las diversas
especies de Eryngium spp. L. indican que su actividad biolégica se debe a la
presencia de una amplia gama de metabolitos secundarios. Estos incluyen
principalmente flavonoides, saponinas y aceites esenciales, asi como compuestos
fendlicos y terpenoides, como saponinas triterpenoides, sesquiterpenos, cumarinas,
esteroides, lactonas, acetilenos y oligosacaridos, entre otros. Sin embargo, la
mayoria de las especies de Eryngium L. no han sido investigadas a fondo en cuanto
a su composicion fitoquimica y su actividad biolégica. Entre estas especies se

encuentra Eryngium carlinae (Wang, 2012; Erdem et al., 2015).
2.6.1 Eryngium carlinae

Eryngium carlinae, conocida comunmente como hierba del sapo o cabezona, es una
planta herbacea perenne que pertenece a la familia Apiaceae Lindley. Presenta un
tallo ramificado y hojas basales dispuestas en una roseta densa con margenes
espinosos. Las hojas tienen una lamina de color verde con nervios blancos
marcados. Sus inflorescencias estan formadas por cabezuelas ovoides de color
azul-violeta, que miden entre 5-12 mm de largo y 5-10 mm de ancho, y estan
rodeadas por bracteas generalmente espinosas con el envés verde y el haz
blanquecino. Esta planta se encuentra ampliamente distribuida en praderas,
pastizales y bosques de encino, pino, pino-encino y coniferas en varios estados de
México, incluyendo Aguascalientes, Chiapas, Chihuahua, Ciudad de México,
Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, México, Michoacan, Morelos,
Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Tabasco, Tlaxcala, Veracruz y
Zacatecas. En el estado de Michoacéan, especificamente se puede encontrar a lo
largo de la sierra central y en la regién de los Valles y Ciénegas, que incluye al
municipio de Morelia (Bello-Gonzélez, 2006; Garcia-Ruiz, 2015).
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En la medicina tradicional se han empleado infusiones de E. carlinae para
tratar diferentes afecciones tales como la tos, indigestion, enfermedades de la
préstata, trastornos de los lipidos y diabetes (Bello-Gonzalez, 2006; Saavedra-
Molina et al., 2014).

Estudios previos sobre la planta, han demostrado la actividad hipolipidémica
de un extracto etandlico de la parte aérea de E. carlinae (a una concentracién de 30
mg/kg) en ratas con diabetes mellitus inducida con estretozotocina esto al reducir la
hiperlipidemia relacionada con el desarrollo de una enfermedad cardiovascular sin
alterar niveles de colesterol HDL (Noriega-Cisneros et al., 2012; 2019); la actividad
hipoglucémica en un extracto acuoso de inflorescencias (0.6 g/dia) en ratas con
obesidad, ademas disminuyé el dafio oxidativo, las proteinas inflamatorias
(incluyendo TNF-a e IL-6) y la acumulacién de lipidos en rifion (Pérez-Ramirez et
al., 2016); la actividad hipocolesterolémica e hipolipidémica de un extracto
hidroalcohdlico (70 %) de la parte aérea (100 mg/kg) en ratones
hipercolesterolémicos, al disminuir el colesterol total sin alterar los niveles de
colesterol HDL (Castro-Torres et al., 2017); la actividad antioxidante (in vitro e in
vivo), hipoglucémica e hipolipidémica del extracto hexanico de inflorescencias (10
mg/mL in vitro y 30 mg/kg in vivo) en ratas con diabetes mellitus experimental (DME)
inducida con estreptozotocina (STZ) al reducir significativamente el dafio oxidativo
a lipidos y proteinas, reducir los niveles de ERO, restaurar la actividad de enzimas
antioxidantes y disminuir los niveles de glucosa en sangre y el contenido de TAG en
suero (Garcia-Cerrillo et al., 2018; Pefia-Montes et al., 2019); y la actividad
antiinflamatoria del extracto etandlico de tallos y hojas de E. carlinae en un modelo
inflamacion aguda al disminuir de forma dosis dependiente los niveles de las
citocinas proinflamatorias IL-18, IL-6 y TNFa y promoviendo el aumento de la dosis
dependiente de la produccion de la citocina antiinflamatoria IL-10 (Arana-Argaez et
al., 2021).

Estas actividades biolégicas se les atribuyen a su contenido de metabolitos
secundarios extraidos, los cuales incluyen: sesquiterpenos, fitoesteroles,

polifenoles, saponinas, flavonoides, terpenos, taninos y terpenoides (Pérez-
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Ramirez et al., 2016; Castro-Torres et al., 2017; Knauth et al., 2018; Noriega-
Cisneros et al., 2019).

Sin embargo, en la literatura no se han encontrado informes sobre la actividad
antioxidante atribuida al extracto etandlico ni sobre su actividad antiinflamatoria en
un modelo experimental de EHNA, lo que hace que sea interesante investigar este

aspecto.
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3. JUSTIFICACION

La prevalencia e incidencia mundial en los ultimos afios de la EHGNA han ido en
aumento, esto debido al cambio de alimentacién y estilo de vida. Los sintomas de
esta enfermedad, se presentan en etapas avanzadas cuando ya no es posible
revertirla. Hoy en dia no se ha descrito un tratamiento farmacologico Unico y
especifico para tratar esta patologia. Sin embargo, estudios han demostrado que
productos naturales pueden coadyuvar en el desarrollo y progreso de la EHGNA.
Se ha demostrado que E. carlinae posee una alta cantidad de antioxidantes los
cuales tienen un efecto hipolipemiante antiinflamatorio, hipoglucémico. Por lo que
este trabajo pretende demostrar el efecto del extracto etandlico de E. carlinae en el
desarrollo y progresion de la EHGNA en ratas.
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4 HIPOTESIS

El extracto etandlico de E. carlinae inhibe el desarrollo de EHGNA al disminuir el
estrés oxidativo provocado por el aumento de los lipidos intrahepaticos, generados

por el consumo de una dieta alta en grasas y carbohidratos.

5. OBJETIVOS

5.10bjetivo general

Evaluar el efecto del extracto etandlico de E. carlinae en higado de ratas con

enfermedad hepatica grasa no alcohdlica.

5.2 Objetivos especificos

1. Describir la actividad antioxidante del extracto etanélico de E. carlinae in vitro

2. Determinar el efecto del extracto etandlico de E. carlinae en la funcién
mitocondrial de higado de ratas con EHGNA

3. Evaluar el efecto del extracto etandlico de E. carlinae en el estrés oxidante de
higado de ratas con EHGNA
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Identificacion y recoleccién de Eryngium carlinae

Las plantas de Eryngium carlinae se recolectaron en la localidad de Charo,
Michoacan, México (19°38'2" Norte, 101°16'14" Oeste) a una altitud de 2030 msnm,

durante el periodo de septiembre-noviembre de 2022.
6.2 Preparacion del extracto etandlico de E. carlinae

Tallo, hojas e inflorescencias de Eryngium carlinae se secaron a temperatura
ambiente y fueron trituradas hasta obtener fragmentos pequefios. El extracto se
obtuvo mediante la maceracion con etanol en relacion 1:10 (p/v). Se almacend
durante 20 dias en oscuridad a temperatura ambiente. El extracto posteriormente,
fue filtrado y concentrado en un rotavapor a 55 + 5 °C. Posteriormente se
resuspendié 1:1 con etanol — agua y se almacend en oscuridad a 4 °C a una
concentracion de 100 mg/mL.

6.3 Prueba de FRAP

La actividad antioxidante total se midié mediante el ensayo de poder antioxidante
reductor férrico (Vijayalakshmi y Ruckmani, 2016). El extracto de acetato de etilo a
diferentes concentraciones (7.5, 15, 30 y 60 mg/mL) se afadié a 1 mL de agua
desionizada, 2.5 mL de un buffer de fosfatos 0.2 M (pH 6.6) y 2.5 mL de una solucién
de ferrocianuro de potasio al 1 %. La solucion fue mezclada e incubada a 50 °C por
20 min. Al finalizar, a la incubacion se le agregé 1.5 mL de &cido tricloroacético
(TCA) al 10 % y se centrifugé a 3000 rpm 10 min. El sobrenadante (2.5 mL) se
mezclé con 2.5 mL de agua desionizada y 0.5 mL de cloruro férrico al 0.1 %. La
absorbancia de la mezcla se midio a 700 nm en un espectrofotometro PerkinElmer

Lambda 18 UV-VIS. La capacidad reductora se expresd6 como la concentracion
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requerida para reducir el hierro férrico a su forma ferrosa presente en la solucion al
50 %.

6.4 Radical ABTS

La actividad del extracto para la eliminacién de radicales libres se evalud utilizando
un radical libre estable, el acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)
ABTS. Brevemente, se mezclaron el extracto (0.0625, 0.125, 0.250 y 0.500 mg/mL)
y la solucién de ABTS posteriormente se diluyd en buffer &cido acético-acetato de
sodio (pH 5). Las muestras se incubaron durante 3 min a temperatura ambiente en
ausencia de luz. Posteriormente, se midi6 la absorbancia a 734 nm con un
espectrofotometro PerkinElmer Lambda 18. Se utilizé6 Trolox (200 pg/mL) como

estandar de referencia (Pefarrieta, J. et al., 2008).
6.5 Material biolégico

Se emplearon ratas Wistar macho de 3 meses y medio de edad, con peso entre
300-350 g, las cuales fueron obtenidas de la Universidad Auténoma del Estado de
Hidalgo. Fueron mantenidas en un bioterio bajo condiciones de temperatura
controlada y ciclos de luz/oscuridad de 12/12 horas. Para su estudio se dividieron
en cuatro grupos experimentales; el grupo control, fue alimentado con comida
estandar para roedores (Laboratory Rodent Diet 5001, LabDiet, St.Louis, MO, USA)
y agua ad libitum, los tres grupos restantes fueron alimentadas con una dieta alta
en grasa y alta en carbohidratos compuesta por 2.5 % manteca de puerco, 10 %
sacarosa, 10 % aceite vegetal hidrogenado, 1 % colato de sodio, 10 % lactosa, 0.2
% cloruro de colina, 0.075 % tiouracilo, 66.225% alimento. Se incluyd 25 % de
fructosa en el agua potable (AGAC+F) (Garcia-Berumen, 2022). Los animales
fueron mantenidos en el bioterio del Instituto de Investigaciones Quimico-Biologicas
de la Universidad Michoacana, al finalizar los tratamientos fueron sacrificados para
la extraccion del material biologico. Para el manejo de los animales se siguieron las

recomendaciones de la norma para el uso de animales expedida por la Secretaria
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de Agricultura en el parrafo de Regulaciones Federales para el Uso de Animales
(NOM-062-Z00-1999). Esta investigacion también fue aprobada por el Comité
Institucional para el Uso de Animales de la Universidad Michoacana de San Nicolas

de Hidalgo.

6.6 Disefio experimental de los estudios in vivo

Para el estudio las ratas fueron divididas al azar en cuatro grupos de 5 ratas por
grupo: 1) grupo control (Control), alimentado con comida estandar para roedores
por doce semanas; 2) control + E. carlinae (grupo alimentado durante 12 semanas
con dieta estandar y administrado con extracto etandlico); 3) EHGNA ( grupo
alimentado durante 12 semanas con dieta alta en grasas y fructosa); 4) EHGNA +
E .carlinae (grupo alimentado durante 12 semanas con dieta alta en grasas y
fructosa y administrado con extracto etandlico), 5) EHGNA + E. carlinae (grupo
alimentado durante 12 semanas con dieta alta en grasas y fructosa por 12 semanas
al concluir se administraron con el extracto etandélico de Eryngium carlinae durante
ocho semanas ademéas de que fue cambiada al mismo tiempo la dieta por
alimentacion estandar). El extracto de Eryngium carlinae se administré via oral
diariamente en dosis de 30 mg/kg de peso de la rata, empleando una canula

intragastrica.
6.7 Determinacion de parametros bioquimicos

La cuantificacibn de glucosa, triacilglicéridos, fosfatasa alcalina, alanina
aminotransferasa y aspartato aminotransferasa (parametros de funcion hepatica) se
determiné en suero sanguineo mediante quimica seca con doble ciego en el hospital

veterinario COCAN en Morelia, Michoacan.
6.8 Cuantificacion de triacilglicéridos hepaticos

La determinacién de triacilgliceroles en el higado se llevd a cabo mediante la
metodologia reportada por Aguilera-Méndez y Fernandez-Mejia (2012) con algunas
modificaciones en el homogeneado de higado. Brevemente, 10 ug/uL de proteina

se resuspendieron en una solucion de PBS y se le afiadié 25 pL de triton-X100 al 5
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%. Las muestras se sometieron a un bafio ultrasénico a 55 °C por 5 min y se dejaron
atemperar. Finalmente, las muestras se centrifugaron a 13,300 rpm durante 15 min.
A partir del sobrenadante obtenido se determind la concentracion de triacilgliceroles

de acuerdo con el kit de ensayo comercial Spinreact (Sant Esteve de Bas, Espafia).

6.9 Aislamiento de mitocondrias

Al finalizar los tratamientos, las ratas fueron sacrificadas por decapitacion, y el
higado fue extraido, se coloc6 en un medio de aislamiento (220 mM manitol,
sacarosa 70 mM, EGTA 1 mMy MOPS 2 mM, pH 7.4). Las mitocondrias se aislaron
mediante centrifugacion diferencial con el método descrito por Saavedra-Molina y
cols., 1997. Para obtener las mitocondrias, el higado fue triturado y lavado con
medio 1 (220 mM manitol, 70 mM sacarosa, 2 mM MOPS y 1 mM EGTA, a pH 7.4).
Los fragmentos fueron homogeneizados con un homogeneizador Potter Elverhjem
y centrifugados a 2000 rpm, el sobrenadante se centrifugé nuevamente a 7500 rpm
y la pastilla resultante fue lavada con medio 2 (220 mM manitol, 70 mM sacarosa y
2 mM MOPS, a pH 7.4) y centrifugada a 9000 rpm. Finalmente, la pastilla se
resuspendié en 500 pL de medio 2. Cada centrifugacion se realiz6 durante 10

minutos a 4 °C.
6.10 Determinacion de la concentracion de proteina

La concentracion de proteina mitocondrial se determiné por el método de Biuret
(Gornall, 1949). Posteriormente, se realizaron los célculos correspondientes para
ajustar el volumen de acuerdo del experimento a realizar (0.5 mg/mL, 0.3 mg/mL y
0.1 mg/mL).

6.11 Determinacion del consumo de oxigeno

El consumo de oxigeno se midié empleando un electrodo tipo Clark acoplado a un
monitor de oxigeno YSI 5300 y a un graficador. La cAmara del electrodo fue lavada
una vez con etanol al 70 %, seguido de tres lavados con agua desionizada. Se
utilizaron mitocondrias a una concentracion de 0.5 mg/mL, las cuales fueron

adicionadas a la cAmara, la cual previamente contenia el medio de respiracion (100
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mM KCI, 75 mM manitol, 25 mM sacarosa, 0.05 mM EDTA, pH 7.4). La camara se
dej6 equilibrar en agitacion constante para permitir la saturacion de aire del medio
de respiracion. Inmediatamente fue inducida la respiracion basal (estado 4), la cual
es estimulada por la adicion de 10 mM de glutamato/malato. Una vez transcurridos
3 min, se adicioné ADP (0.2 mM) para estimular al maximo la respiracion (estado 3)
y finalmente después de 3 min se agregé KCN (0.4M) para detener el consumo de
oxigeno. A partir de los valores obtenidos en los estados de respiracion 4 y 3 se
calcul6 el cociente respiratorio (CR), el cual representa la cantidad de oxigeno que
consumen las mitocondrias y el acoplamiento que existe entre la cadena
transportadora de electrones y la fosforilacion oxidativa. EI CR fue determinado

mediante la siguiente relacion:
CR= Consumo de oxigeno en el estado 3 / Consumo de oxigeno en el estado 4
6.12 Actividad de los complejos de la cadena de transporte de electrones.

Las actividades de los complejos mitocondriales fueron determinadas en un
espectrofotometro PerkinElmer Lambda 18 UV/vis a temperatura ambiente

utilizando sustratos e inhibidores especificos para cada complejo mitocondrial.

6.12.1 Actividad de NADH: quinona oxidorreductasa (complejo 1). Se
agregaron 0.3 mg/mL de proteina para un volumen final de 1600 yuL de agua
desionizada, se mezcldé e incubé durante 2 minutos a temperatura ambiente.
Pasados los dos minutos, se agregaron 400 uL de buffer de fosfatos 250 mM (para
obtener una concentracién final de 50 mM), 10 uL de antimicina A, 10 pL de KCN,
se mezcld e incubd durante 4 minutos. Transcurrido el tiempo de incubacién, se
agregaron 10 pL de ferrocianuro de potasio 5 mM. Se inici6 el trazo en el
espectrofluorometro, transcurrido el primer minuto, se agregaron 20 uL de NADH y

el trazo se mantuvo por dos minutos mas.
6.12.2 Actividad de succinato deshidrogenasa (complejo II)

Se agreg6 0.3 mg/mL de mitocondrias aisladas y buffer de fosfatos (50 mM KH2POa,
pH 7.6) para un volumen final de 1 mL, seguido de 1 mM de rotenona, 1 mM de

KCN, y 1 mM de antimicina A, se mezcld y se incubo durante 5 minutos, transcurrido
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el tiempo de incubacion se agregaron 80 mM de DCIP, 10 mM de succinato, se
mezclé y se comenzd a leer el trazo en el espectrofluorometro a una longitud de
onda de 591 nm durante 5 minutos, durante los cuales se medira la reduccion del

DCIP el cual actia como un aceptor artificial de electrones.

6.12.3 Actividad de succinato-citocromo c oxidorreductasa (complejo 1l1)

Se utilizaron 0.1 mg/mL de mitocondrias en un volumen de 1 mL de buffer de fosfato
(50 mM KH2PO4, pH 7.6). Se incubaron cinco minutos con 1 mM de rotenona y 1
mM de KCN. Al término de la incubacion se agregaron 1.5 mM de citocromo c y se
comenzo la lectura que se registro en el espectrofotdmetro a una longitud de onda
de 550 nm. Transcurrido un minuto, se agregé 10 mM de succinato y se continu6 el
trazo durante dos minutos més, durante los cuales se midié la reduccion del
citocromo c. La reaccion se detuvo al agregar 1 pg de antimicina A, la cual es un
inhibidor del complejo Ill. La reduccion del citocromo c sensible a antimicina se
calculo restando la actividad en presencia de succinato de la actividad en presencia

de succinato + antimicina A.
6.13 Niveles de peroxidacion de lipidos

Se inici6é preparando un stock de FeSO4, se pes6 en un tubo Eppendorf 0.0035 g
de FeSOasy se agregd 1 mL de agua desionizada y tres gotas de acido sulfurico. Se
comenzo la primera etapa en tubos Eppendorf agregando 1 mL de buffer de fosfatos
50 mM, las mitocondrias a una concentracion de 0.5 mg/mL, se realizaron
duplicados y a la mitad de las muestras se les agreg6 4 pL FeSOa, posteriormente
se incubaron 30 min en hielo. Cabe destacar que el FeSO4 se agrega para aumentar
la oxidacion de acidos grasos y confirmar que la técnica funciona; la absorbancia de
las muestras que lo contienen es mayor. Terminada la incubacién se comenzé con
la segunda etapa tomando 400 pL de la muestra (etapa 1), se agrego 1300 pL de
Metilfenilindol (MF1) 10 mM, 300 pL de metano sulfarico y se agreg6é 20 uL de
FeCL3 0.5 mM a cada tubo, se agité en vortex y se incubaron a bafio maria a 45 °C

durante 30 min, se sacaron y dejaron atemperar durante 5 min. Transcurrida la
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incubacion, se tomo el sobrenadante, se coloco en la celda y se procedi6 a leer a
586 nm. Se llevo a cabo la deteccidén del malondialdehdo, producto primario de la
oxidacion de lipidos. A mayor absorbencia, mayor cantidad de malondialdehido y a

mayor cantidad de malondialdehido, mayor oxidacion de lipidos.

6.14 Produccién de especies reactivas de oxigeno

Esta determinacion se realizo evaluando la oxidacion de la sonda fluorescente 2°7"-
diacetato de dicloro-dihidro-fluoresceina (DCDHF-DA). En la celda se afiadié 0.5
mg/mL de suspension de mitocondrias aisladas y 5 pL de DCDHF-DA (500 mM)
para obtener un volumen final de 2 mL de medio, se incubaron en hielo y agitacién
durante 20 minutos protegidos de la luz. La lectura de la fluorescencia se realiz6 a
una A de excitacion de 485 nm y una A de emision a 520 nm. Después de 1 min se
afadié una concentracion de 10 mM de glutamato/malato y se midio el incremento
en la fluorescencia, el trazo se detuvo a los 15 minutos. Los resultados son

presentados como unidades arbitrarias de fluorescencia.
6.15 Potencial de membrana

El potencial de membrana (AW) se determind mediante espectrofotometria,
empleando el indicador safranina O (Colonna, 1973). A un medio de oximetria (100
mM KCI, 75 mM manitol, 25 mM sacarosa, 0.05 mM EDTA, pH 7.4), se agrego la
cantidad correspondiente de mitocondrias 0.5 mg/mL y safranina 6 mM. Se
comenzo la lectura en un espectrofluorometro “Shimadzu RF-5301PC” a una Aem
586 y una Aex 495. Transcurridos 1 min de iniciada la lectura, se afiadié una
concentracion de 10 mM de glutamato/malato y a los 4 min se afiadi6 CCCP
(carbonilcianuroclorofenilhidrazina) para abatir el potencial de membrana

mitocondrial.
6.16 Determinacion de la actividad de la enzima Catalasa

La actividad de la catalasa se determindé midiendo la conversion de peroxido de
hidrogeno en oxigeno disuelto empleando un electrodo de oxigeno tipo Clark

conectado a un monitor biolégico de oxigeno (Jeulin et al., 1989). 0.1 mg/mL de
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proteina de homogeneado de higado se resuspendi6é en buffer de fosfatos 0.1 My
EDTA 5 mM (pH 7.6) a 25 °C y se monitore6 por 1 min. Posteriormente, se agrego
a la camara una solucion de H202 5 mM y se monitorea la conversion de H202 a Oz

por 3 min.

6.17 Determinacion de superoéxido dismutasa

La actividad de la SOD se evalu6é empleando un kit de analisis comercial (Sigma-
Aldrich, kit de determinacién 19160 SOD), el cual permite analizar la actividad de la
enzima mediante un método colorimétrico. Posterior a la incubacién de 0,2 mg de
mitocondria de higado a 37 °C por 20 min, las lecturas se tomaron a 450 nm

empleando un lector de microplaca Multiskan Go (Thermo Scientific).
6.18 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos de los ensayos in vitro se expresaron como la media
desviacion estandar (DE) de 3 experimentos independientes. Los resultados de los
ensayos in vivo se expresan como la media * error estandar (EE) de una n=5. El
analisis estadistico se realizo mediante el analisis de varianza ANOVA de una sola
via, seguido de la prueba de comparacién mdultiple de Tukey. Se consider6

estadisticamente significativo un valor de p<0.05.
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7 Resultados

7.1 Actividad antioxidante del extracto etandlico de E. carlinae in vitro

La actividad antioxidante in vitro del extracto de etanol de E. carlinae, se determind
a través de la estabilizacion y reduccién de una molécula oxidante. En donde
podemos observar que hay aumento de la inhibicién del radical al aumentar la
concentracion de 0.5 mg/mL del extracto (figura 1A) y un incremento en el

porcentaje de reduccion férrica al aumentar la concentracién de 20 mg/mL (figura
1B).
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Figura 1. A) Porcentaje de oxidacion del radical ABTS y B) Porcentaje de potencial reductor férrico
(FRAP). En las diferentes concentraciones del extracto de E. carlinae. Los valores se representan
con media + error estandar (ANOVA de una sola via, Tukey p < 0.05, n=5).
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7.2 Efecto del extracto etandlico de E. carlinae la ganancia de peso in vivo

Uno de los sintomas principales que se experimenta en la EHGNA es la
hepatomegalia. Es por ello que se decidi6 analizar el peso del higado, asi como el
peso corporal, observando que el peso del higado se encuentra aumentado en el
grupo EHGNA alrededor de 8 g mas en comparacion con el grupo sano, el peso del
higado para el grupo EHGNA + E. carlinae fue alrededor de 4 g mas que el grupo
sano (figura2).

A) B)

Paso del higado (g)
Pesao relatvo del higada
(% respecto al peso corpora )

Cantrol Control + EHGMNA  EHGMNA + EHGMNAZ +
E. corlinge E. coriinae E. corlinge

Control Control +  EHGNA EHGNA + EHGNAZ +
E. carlinge E. carlinge  E. carlinge

Figura 2. A) Peso del higado (g), B) peso relativo del higado en porcentaje respecto al peso
corporal en los diferentes tratamientos experimentales. Los valores se representan con media +
error estandar (ANOVA de una sola via, Tukey p < 0.05, n=5).

7.3 Efecto del extracto etandlico de E. carlinae sobre parametros bioquimicos

y de dafio hepético

Para determinar la actividad antioxidante del extracto se evaludé la actividad
enzimatica en suero sanguineo de los animales tratados de fosfatasa alcalina (FA),
alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST) para
determinar el dafio hepatico. La glucosa y los TAG también fueron medidos debido
a que el aumento de ambos es de los principales marcadores de dafio hepatico. Los
niveles de glucosa se encuentran elevados en el grupo EHGNA, pero hay una
diferencia significativamente menor en los grupos enfermos tratados con el extracto
(figura 3A). Los niveles de TAG estan aumentados al doble en el grupo enfermo en
comparacion con los grupos control y el grupo EHGNA + E. carlinae también hay
una diferencia significativa con el grupo EHGNA + E. carlinae (figura 3B). Los niveles
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de FA se encuentran elevados en el grupo EHGNA, pero en el grupo EHGNA + E.
carlinae hay una disminucién de este marcador (figura 3C). En el caso de la ALT los
niveles en los grupos enfermos se encuentran elevados en comparacioén con el
grupo control (figura 3D). Por dltimo, los niveles de la AST se encuentran elevados
del grupo con EHGNA Y EHGNAS + E. carlinae pero estos disminuyen 2.5 veces
en el grupo EHGNA + E. carlinae (figura 3E).
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Figura 3. Efecto del extracto etandlico de E.
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7.4 Influencia del extracto etandlico de E. carlinae sobre el contenido de TAG

en higado

Para conocer el efecto del extracto sobre la acumulacion de triacilgliceroles en el
higado, se determind su contenido en homogenado de higado de ratas en los
diferentes tratamientos (figura 4). El contenido de TAG en el grupo EHGNA se
incrementd un 30 % mas que en los grupos controles, sin embargo, la
administracion del extracto de E. carlinae logré movilizar el contenido de TAG a

niveles estadisticamente iguales a los del grupo control.
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Figura 4. Influencia del extracto de etandlico de E. carlinae sobre el contenido de TAG en higado.
Los valores se representan con media * error estandar (ANOVA de una sola via, Tukey p < 0.05,
n=5).

7.5 Efecto del extracto etandlico de E. carlinae en la respiracion mitocondrial

En cuanto a la funcién mitocondrial, inicialmente se midié el consumo de oxigeno.
Los resultados muestran una disminucion en el estado tres del consumo de oxigeno
en el grupo enfermo EHGNA en comparacion con el resto de los grupos, mostrando
en los grupos enfermos administrados con extracto (EHGNA + E. carlinae y
EHGNAZ3 + E. carlinae), restableciendo el consumo de oxigeno de igual manera que
los grupos controles (figura 5A). Para el estado cuatro no se observé una diferencia
significativa entre los tratamientos (figura 5B). Se observa en el cociente respiratorio

una disminucion en el estado tres en el grupo enfermo EHGNA en comparacion con
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el resto de los grupos, mostrando en los grupos enfermos administrados con
extracto que restablecio el consumo de oxigeno de igual manera que los grupos
controles (figura 5C). Posteriormente, se evaluo el potencial de membrana en donde
se observé una disminucién en el grupo enfermo en comparacion con el resto de
los grupos y el extracto restablecid este potencial en los grupos enfermos (figura
5D).
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7.6 Efecto del extracto etandlico de E. carlinae en la funcion de los complejos
de la CTE.

Para conocer el grado de funcionalidad de los complejos de la CTE y el efecto que
posee el extracto sobre los complejos mitocondriales, se llevo a cabo la
determinacion de la actividad de los mismos (figura 6). Las ratas del grupo EHGNA
mostraron un incremento significativo en la actividad de los complejos Il 'y Il (figura
6B, 6C), en comparaciéon con las ratas de los grupos controles y los enfermos
tratados con el extracto de alrededor del 40 y 50 % respectivamente. Por otro lado,
la actividad del complejo I, disminuy6 en el grupo EHGNA cerca del 70 % (figura
6A), en comparacion con los grupos controles. Sin embargo, hay una tendencia a
restablecer la actividad del complejo | con la administracién del extracto a los grupos
enfermos (figura 6A). En cambio, la actividad del complejo 1V, no mostr6 cambios

significativos entre los grupos (figura 6D).
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7.7 Efecto del extracto etandlico de E. carlinae en los niveles lipoperoxidacion

y produccion de especies reactivas de oxigeno.

Las mitocondrias de los grupos control E. carlinae, EHGNA y EHGNA 3 + E.
carlinae mostraron un incremento significativo en los niveles del residuo primario de
lipoperoxidacién (malondialdehido) comparado con el grupo control. Por otro lado,
la administracion del extracto previno la peroxidacion de lipidos en el grupo EHGNA
+ E. carlinae (Figura 7A). Para conocer si el extracto posee actividad antioxidante a
través del secuestro directo de las ERO por parte de los metabolitos secundarios
presentes, se determiné la produccion de ERO, (figura 7B). Las ERO en
mitocondrias del grupo EHGNA, fueron 2.2 veces en los grupos controles. En
cambio, la administracion del extracto, disminuy6 la producciéon de ERO en el grupo
EHGNA + E. carlinae a niveles similares a los observados en el grupo control (figura
7).
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Figura 7. Produccion de malonialdehido (MDA) en los diferentes tratamientos experimentales y el
efecto de E. carlinae (A) asi como el efecto del extracto sobre la produccién de ERO (B). Los valores
se representan con media * error estdndar (ANOVA de una sola via, Tukey, p < 0.05, n=5).

29



7.8 Efecto del extracto etandlico de E. carlinae en la actividad de las enzimas

antioxidantes

Para conocer la actividad antioxidante del extracto, se evalud su efecto sobre la
actividad de dos enzimas antioxidantes importantes en la detoxificacion de ERO, la
catalasa y la enzima superoxido dismutasa (SOD). Los niveles de la actividad de la
catalasa del grupo EHGNA son significativamente menores que en los grupos

controles y los tratados con el extracto (figura 8A).

Asimismo, la actividad de la enzima SOD del grupo EHGNA mostré una disminucion
significativa de alrededor del 54 %, en comparacion con el grupo control (figura 8B).
Los resultados muestran un efecto antioxidante y protector en los grupos EHGNA +
E. carlinae, el cual tuvo un incremento significativo de 1.3 veces mas que el grupo

EHGNA, respectivamente.
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Figura 8. Actividad de enzimas antioxidantes. Efecto del extracto etandlico de E. carlinae en la
actividad de las enzimas catalasa (A) y SOD (B). Los valores se representan con media + error
estandar (ANOVA de una sola via, Tukey, p < 0.05, n=5).
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8. Discusién

Con los resultados de diversas investigaciones, se ha demostrado que algunas
plantas del género Eryngium L. poseen diferentes actividades biologicas. Dentro de
ellas, se encuentra la actividad antioxidante e hipolipemiante (Wang et al., 2012;
Sepanlou et al., 2019). Ademas, este tipo de actividad se ha relacionado con el
contenido de metabolito secundario (MS) presentes en la planta, principalmente de
polifenoles (&cidos fendlicos, flavonoides, antocianinas, lignanos y estilbenos) y
carotenoides (xantofilas y carotenos), en el caso de la actividad antioxidante. De
forma que el presente estudio, se disefid para conocer la actividad antioxidante e

hipolipemiante del extracto etandlico de E. carlinae en higado de ratas con EHGNA.

La actividad antioxidante se debe a sus grupos funcionales, principalmente
de los grupos hidroxilo, los cuales llevan a cabo el secuestro de radicales libres o la
quelacion de iones metalicos. Para comprobar esto, se determin6 la actividad
antioxidante del extracto etandlico de E. carlinae in vitro. Existen numerosos
ensayos para la determinacion del mecanismo por el cual los MS contenidos en un
extracto, ejercen su actividad antioxidante, dentro de los cuales se encuentra el
ensayo in vitro ABTSe, el cual se determiné para evaluar la capacidad del extracto
para donar un atomo de H*, ya que previenen o retrasan la produccién de radicales
libres o terminan con procesos oxidativos (Xu et al., 2017). Con base en los
resultados obtenidos, el potencial del extracto para estabilizar los agentes
oxidantes, al donar un electrén o bien el poder reductor que posee el extracto, fue
aumentando de manera dosis-dependiente de la concentracion, comenzando con 5
mg/mL estabilizando alrededor de 60 % (Figura 3), concentracion similar a la cual
se reportd la mayor actividad antioxidante in vitro de un extracto hexanico de

inflorescencia de E. carlinae (Garcia-Cerrillo et al., 2018).

Durante la EHGNA, un sintoma caracteristico de la enfermedad es la
hepatomegalia, que al existir inflamacion y fibrosis aumenta su tamafio. Resultados
provenientes de esta investigacion, mostraron que los grupos enfermos tratados con
el extracto presentaron un aumento del peso del higado en relacion al peso corporal

(Figura 3); estos resultados son consistentes con los obtenidos por Murillo-Villicafia

31



etal., 2022, sugiriendo que un aumento en el tamafio del higado puede ser atribuible
a que el extracto administrado acttia a nivel hepatico sobre el almacenamiento de

lipidos.

Durante la EHGNA, ademas de la hepatomegalia, la hiperglucemia es un
paradmetro importante, ya que al no poderse metabolizar los carbohidratos se busca
otra fuente de energia, como los lipidos del tejido adiposo o las proteinas del
musculo esquelético principalmente (Lal, 2016). Resultados provenientes de esta
investigacion, demostraron que el extracto posee actividad hipoglucémica (figura
5C) lo que concuerda con lo reportado para extractos polares de la parte aérea de
E. carlinae (Noriega-Cisneros et al., 2012; 2019). Esto podria deberse a que el
extracto posee el monoterpeno a-pineno reportado por poseer actividad

hipoglucémica en ratones diabéticos inducidos con aloxano (Ozbek y Yilmaz, 2017).

Por otro lado, la deficiencia o resistencia a la insulina promueve un estado de
dislipidemia, en la cual, debido a la activacion de lipasas (lipoproteina lipasa, lipasa
sensible a hormonas y triacilglicerol lipasa), se promueve un aumento en la
acumulacion de TAG en suero y en higado, debido a la acumulacién de acidos
grasos provenientes del aumento de la lipdlisis del tejido adiposo (Alexopoulos et
al., 2019). En el presente estudio, las ratas del grupo EHGNA mostraron un
incremento en los niveles de TAG séricos (Figura 3B) y hepéticos (Figura 4), debido
a la EHGNA, mientras que la administracion del extracto al grupo EHGNA + E.
carlinae, mostré una disminucion significativa, al mostrar un efecto hipolipidémico
en suero y en higado. El contenido de TAG séricos en los grupos enfermos tratados
con el extracto estd en concordancia con lo obtenido por Noriega-Cisneros et al.,
(2012), quienes demostraron que al administrar un extracto etandlico de E. carlinae
existe una disminucién significativa en el contenido de TAG séricos en comparacion
con el control diabético. Mientras que el contenido de TAG hepaticos muestra una
disminucioén similar a lo obtenido por Murillo-Villicafia (2020), a través de la
administracion de un extracto de acetato de etilo de Justicia spicigera. Este efecto
hipolipidémico podria estar relacionado al contenido de fitoesteroles como el [3-

sitosterol y el estigmasterol, los cuales se han reportado actuar modulando la
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lipogénesis de novo y la absorcién de lipidos (Feng et al., 2018; 2020). Se ha
demostrado que el estrés oxidante derivado de la acumulacién de lipidos conduce
a una desregulacion en la sefializacion y metabolismo del higado, lo que predispone
el desarrollo de una enfermedad hepética (Hgjland Ipsen et al., 2018; Jiang et al.,
2020). Con base en lo anterior, se determind la actividad del extracto etandlico de

E. carlinae sobre los efectos que desencadena la acumulacion de lipidos.

Existe evidencia clinica y experimental en la cual, hacen uso de diferentes
métodos para el diagnostico de la EHGNA. La medicion de los marcadores de dafio
hepatico como la ALT, la AST y la FA, pueden ser tomados en cuenta para un primer
diagnéstico de la enfermedad (Aguilera-Méndez, 2018). Las transaminasas son
consideradas indicadores de necrosis hepética ya que, al ser enzimas intracelulares
en condiciones fisioldgicas, no se encuentran en la circulacion, por lo que, al
encontrarse elevadas, en especial la ALT, es evidencia de dafio en la membrana
del hepatocito. En cambio, la medicion de la FA durante la esteatohepatitis, puede
ser considerada como marcador de fibrosis (Fernandez Daza et al., 2008; Kocabay
et al.,, 2011; McGill, 2016; Hadizadeh et al., 2017). En este estudio, estos
marcadores se encontraron elevados en los grupos EHGNA y EHGNA3 + E.
carlinae, en comparacion con los controles (Figuras 3A, 3B y 3C); resultados que
concuerdan con lo observado por Yazdi y cols. (2019) y Murillo-Villicafia y cols.
(2020). Este incremento de las enzimas, se correlaciona con los eventos de necrosis
y fibrosis que ocurren durante la progresion del EHGNA (Wang et al., 2021).
Mientras que la disminucion de estos marcadores, al administrarse el extracto,
podria estar relacionado con el contenido de flavanonas como la naringina, la cual
mostré un efecto hepatoprotector al disminuir los niveles de la ATL y la AST a
valores estadisticamente similares a los del control; esto al mitigar los cambios
morfoldgicos y bioquimicos causados por la patologia (Rodriguez et al., 2018; Shi
et al., 2020). Por lo tanto, el extracto podria estar brindando proteccion al higado;
sin embargo, es necesario realizar un analisis histopatologico, ya que para
determinar la presencia, severidad y el estadio del HGNA se necesita de una técnica

mas precisa y confiable como la biopsia de higado (Arab et al., 2018).
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El consumo de oxigeno se vio gravemente afectado en el grupo EHGNA en
las mitocondrias de higado, como se refleja en una disminucion de la respiracion en
los estados 3 (Figura 5A) y RCR (Figura 5C). Por el contrario, el estado respiratorio
3y el RCR fueron similares entre los grupos administrados con el extracto y el grupo
control en las mitocondrias del higado (Figura 5A y Figura 5C), lo que sugiere una
mejora en la funcién mitocondrial en las ratas enfermas administradas con el
extracto. Esto podria ser el resultado de una mayor transferencia de electrones en
la cadena de transporte de electrones, concordando asi con lo reportado por Garcia-
Berumen et al. (2022) en un modelo de ratas alimentas con dieta alta en grasas y

carbohidratos.

Con respecto al potencial de membrana (AW) (Figura 5D), la energizacion de
las mitocondrias en los grupos controles con glutamato/malato provocé una
disminucién instantanea y significativa en la fluorescencia de safranina O (lineas
rojas y negras), que refleja el establecimiento de AW en las mitocondrias del higado.
Se observo una disminuciéon de AW en el grupo EHGNA como se reflejé por una
menor caida en la fluorescencia en respuesta al sustrato (linea gris). AW mejor6 en
los grupos enfermos administrados con el extracto (linea verde y rosa), reflejada
como una caida mas significativa en la fluorescencia de safranina-O que en el grupo
EHGNA. En conjunto, estos resultados sugieren que el extracto previene un
deterioro de la funcién mitocondrial en ratas con EHGNA. Esto concuerda con lo
reportado por Garcia-Berumen et al. (2022) en un modelo de ratas alimentadas con

dieta alta en grasas y carbohidratos.

De acuerdo con la teoria del doble impacto, la acumulacion de lipidos
conduce a un aumento en la produccion de ERO por parte de la mitocondria, en un
intento por disminuir la carga de lipidos mediante la B-oxidacion (Martin Dominguez
et al., 2013; Hgjland et al., 2018). De acuerdo con lo anterior, en el grupo de ratas
EHGNA, se observé un incremento en la produccion de las ERO, en comparacion
con el grupo control (Figura 7B). Este efecto disminuy6 con la administracion del
extracto en el grupo EHGNA + E.carlinae , lo cual sugiere que los MS poseen la

capacidad de secuestrar y neutralizar ERO generadas en las mitocondrias a través
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de la donacion de un atomo de H* o un electron, como se ha reportado para los
flavonoides como la naringenina (Carocho y Ferreira, 2013; Rashmi et al., 2017).
Esta tendencia de disminuir alrededor del 50 % de la produccion de ERO al
administrarse un extracto etandlico de E. carlinae es similar a lo reportado por Pefia-
Montes y cols. (2019). Al mantenerse la sobrecarga de lipidos, la oxidacion es
mediada a través de los citocromos y peroxisomas, exacerbandose la produccion
de ERO, lo cual causa un desbalance entre el sistema antioxidante y las ERO
(Hgjland et al., 2018), por otra parte, el grupo control + E. carlinae mostré un
aumento en la generaciéon de ERO lo cual podria deberse a los flavonoides que
contiene el extracto. Algunos de los mecanismos a través de los cuales ejercen sus
acciones prooxidantes incluyen la reduccion temporal de la generacion de ERO, asi
como la afectacién de las funciones de los componentes del sistema de defensa

antioxidante nuclear: glutation y glutation-S transferasa (Baldim et al., 2017).

En este estudio, el grupo mostrd una disminucién en la actividad de la enzima
catalasa y SOD mitocondrial en el grupo enfermo EHGNA y EHGNA3 + E. carlinae
(Figura 8), lo cual puede deberse a una modificacion postraduccional, como la
nitracion, s-nitrosilacion o glicacion (Yamakura y Kawasaki, 2010; Banerjee y Vats,
2014; Begara-Morales et al., 2016). Lo cual concuerda con otros estudios que se
han reportado, en los que, durante un estado de hiperglucemia y esteatosis, la
catalasa y la SOD mostraron una disminucion en su actividad (Schmatz et al., 2012;
Chen et al., 2020). Sin embargo, la administracion del extracto en el grupo EHGNA
+ E. carlinae aumentd significativamente la actividad enzimatica, estos resultados
estan en relacion con lo reportado por Schmatz et al. (2012) y Junejo y et al. (2020),
quienes reportan que, al administrar resveratrol y un flavonoide aislado de un
extracto de hojas de T. angustifolia respectivamente, se restaura la actividad de
ambas enzimas antioxidantes a niveles estadisticamente similares al del control. De
forma que es posible que los flavonoides presentes podrian estar interactuando con
las enzimas, de modo que se incrementa la funcion antioxidante o bien como en el
caso del kaempferol y la naringenina potenciando el sistema antioxidante (Nijveldt
et al., 2001; Li et al., 2018; Ooi et al., 2018; Zhang et al., 2020).
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Las grandes cantidades de ERO generadas dentro de la mitocondria
conducen a la peroxidacion lipidica de las membranas, causando la formacién de
subproductos como el malondialdehido (MDA), lo cual contribuye a la disfuncion
mitocondrial. Esta es una caracteristica importante del EHGNA, que compromete la
funcion del higado a través del dafio celular (Hgjland et al., 2018; Chen et al., 2020).
Los niveles de peroxidacion lipidica de las membranas mitocondriales del grupo
EHGNA + E. carlinae mostraron una disminucion de aproximadamente el doble
respecto de la peroxidacion lipidica en las del grupo EHGNA (Figura 7A). Lo anterior
coincide con la diminucion de los niveles de TBARS obtenida por Chandramohan et
al. (2015) al administrarse kaempferol a una dosis de 100 mg/kg, misma tendencia
reportada por Schmatz et al. (2012) al emplear resveratrol a una dosis de 20 mg/kg.
Esta prevencion al dafio oxidativo de lipidos por parte del extracto, se correlaciona
con la actividad antioxidante de los flavonoides, al ser capaces de reducir al radical
hidroxilo (principal oxidante de los lipidos de membrana) directamente a través de
la donacion de un &tomo de H* o bien inhibiendo su formacion a través de la
quelacion de metales como el hierro, terminando asi la propagacion del dafio a esta
biomolécula, como el caso de la quercetina (Kumar y Pandey, 2013).

La peroxidacion lipidica, al causar alteraciones en la membrana mitocondrial,
conduce a un mal funcionamiento de la CTE (Paradies et al., 2014; Chen et al.,
2020). Estas alteraciones incluyen la oxidacién del fosfolipido de membrana
cardiolipina, el cual posee un papel muy importante en la estructura y funcion de
proteinas mitocondriales, como en el caso del complejo multiprotéico que conforma
al complejo 1 y lll (Petrosillo et al., 2007). Este evento podria estar presente en las
mitocondrias de ratas con EHGNA, ya que mostraron inhibiciéon en su actividad de
alrededor de un 50 %, en comparacion con el grupo control (Figura 6A y 6C);
ademas, este resultado se correlaciona con el incremento en la peroxidacion de
lipidos de membrana, dentro de los cuales podria estar implicada la cardiolipina. Por
otro lado, la administracion del extracto al no restaurar la actividad del complejo | 'y
lIl a valores estadisticamente similares a los grupos controles, sin embargo, tiende
a restablecerlos. Ademas, esta disminucién en la actividad del complejo | podria

estar relacionada con el aumento en la actividad del complejo II, de forma que
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compensa la baja transferencia de electrones por parte del complejo | 'y 11l del grupo
EHGNA (Figura 6B), al haber exceso de equivalentes reductores provenientes de la
oxidacion de los acidos grasos, ya que éstos se encuentran incrementados en forma
de TAG en las ratas con EHGNA (Figura 4). Estos resultados de la actividad de los
tres complejos concuerdan con los obtenidos en un modelo de diabetes inducido
con STZ, realizado por Ortiz-Avila et al. (2015), en el cual, también en los grupos
diabéticos, se encontré una disminucion en la actividad del complejo | y 1ll, y un
aumento del complejo II. Sin embargo, en este estudio, la actividad del complejo I
de ratas administradas con E. carlinae restaura la actividad a valores
estadisticamente similares a los del grupo control; hecho que se correlaciona con la
disminucién en la acumulacién de TAG hepaticos (Figura 4). En cuanto a la actividad
del complejo IV, no se encuentra alterada en el grupo EHGNA, lo cual coincide con
lo reportado por Trejo Hurtado et al., (2023) en un modelo de diabetes y por Chen
et al., (2020) en un modelo de esteatosis, en el que la actividad de este complejo no

mostré cambios significativos.
9. Conclusion

El extracto etandlico de E. carlinae previene el desarrollo de EHGNA al disminuir el
estrés oxidativo provocado por el aumento de los lipidos intrahepéaticos, generados

por el consumo de una dieta alta en grasas y carbohidratos.
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