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CAPITULO |

INTRODUCCION

1.1 Enfermedad hepatica en México y el mundo
El higado cumple numerosas funciones metabdlicas que lo hacen un 6érgano
fundamental e importante para nuestro organismo, en las que se destaca su
participacion en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas, la
regulacién del volumen sanguineo, el apoyo del sistema inmunoldgico, el
control endocrino de las vias de sefializacion del crecimiento, detoxificacion de
toxinas y farmacos, entre otras (Trefts et al., 2017, Cheng et al., 2021). Sin
embargo, también es un 6rgano propenso a sufrir dafio por distintos factores,
tales como el consumo frecuente de medicamentos, consumo excesivo de
alcohol, habitos alimenticios poco saludables y con altos porcentajes de grasa,
agentes infecciosos, entre otros, conllevando al desarrollo de diversas

enfermedades hepéticas (Asociacion Mexicana de Hepatologia, 2020).

La enfermedad hepatica representa mas de 2 millones de muertes por afio y es
responsable del 4% de todas las muertes a nivel mundial (Devarbhavy et al.,
2023), mientras que a nivel nacional ésta representa la cuarta causa de muerte
segun el Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica durante el
periodo de enero-junio del 2023 (INEGI, 2024), con una prevalencia mayor en

hombres que en mujeres (Figura 1).



Cuadro 1

10 PRINCIPALES CAUSAS' Y NOMERO DE MU ERTES, SEGUN SEXO
{enero-junio de 2023F)

Rango Total Mujer

Diabates mallitus
27 469

| En 2022 fueron 29 871

Tumares malignos
21529

En 2022 fueron 21 266

Enfarmeda

Enfarme

Figura 1. Principales causas de muerte a nivel nacional desglosadas por sexo
durante el periodo de enero-junio del 2023 (INEGI, 2024).
Las muertes son atribuibles en gran medida a las complicaciones de la cirrosis y
al desarrollo de carcinoma hepatocelular (CHC). Las causas mas comunes de
cirrosis estan relacionadas con hepatitis viral, hepatopatia alcohdlica,
enfermedad del higado graso no alcohdlico (EHGNA) y lesion hepatica inducida

por medicamentos (LHIM) (Devarbhavy et al., 2023).



1.1.1 Hepatitis virales

La hepatitis viral se refiere a la inflamacion del higado relacionada a una
infeccion por virus de hepatitis A, B, C, D y E (Razavi, 2020). Las infecciones de
algunos de estos virus puede desarrollarse en forma aguda y llegar a resolverse
sin intervencién alguna, sin embargo, en algunos casos donde la infeccion
puede evolucionar a hepatitis cronica se requiere hospitalizacion y un

tratamiento adecuado (Pisano et al., 2021).

Los virus de la hepatitis B y C son los responsables de la mayoria de las
muertes asociadas a hepatitis virales (Lanini et al,. 2019), con mas de 1.1
millones de muertes reportadas en el afio del 2020 (Devarbhavy et al., 2023), lo
gue representa la principal causa de hepatitis en todo el mundo, por lo que es
de suma importancia el desarrollo de tratamientos mas efectivos para reducir la
tasa de mortalidad y, por lo tanto, obtener un mejor prondstico para los

pacientes.

1.1.2 Hepatopatia alcohdlica

La hepatopatia alcohdlica se refiere al dafio producido al higado provocado por
una ingesta excesiva de alcohol (Liu et al., 2021), provocando la produccién de
metabolitos toxicos como una gran cantidad de especies reactivas de oxigeno
(ROS por sus siglas en inglés), causando dafio que va desde la acumulacion de
lipidos en los hepatocitos hasta la inflamacion, la fibrosis y la carcinogénesis

(Duki¢ et al., 2023, Seen, 2021).



Es conocida la relacién que existe entre el consumo excesivo y prolongado de
alcohol y la incidencia de una hepatopatia alcoholica, y se ha descrito que la
cirrosis alcohdlica tiene el peor prondstico en comparacion con la cirrosis
originada por otra etiologia, definiendo el alcohol como la principal causa de
cirrosis a nivel mundial y responsable de casi el 60% de los casos de cirrosis en
Europa, América del Norte y América Latina (Xiao et al., 2020, Devarbhavy et

al., 2023).

1.1.3 Enfermedad del higado graso no alcohédlico

La EHGNA se caracteriza por la acumulacion excesiva de grasa en el
parénquima hepatico, representando la enfermedad hepatica cronica mas
comun a nivel mundial, con una prevalencia estimada del 32.4% (Cotter &
Rinella, 2020, Devarbhavy et al., 2023). Esta se encuentra asociada con
factores metabdlicos como la diabetes, resistencia a la insulina u obesidad

principalmente (Tokushige et al., 2021).

México se encuentra entre los primeros lugares de obesidad a nivel mundial
segun la Encuesta Nacional de Salud y nutricion (ENSANUT, 2018). Esto es
alarmante debido a que la EHGNA se desarrolla de manera acelerada debido
principalmente a las epidemias mundiales de obesidad y diabetes, donde dietas
hipercaloricas y altas en grasas se relacionan de manera directa al desarrollo

de esta enfermedad (Pafili & Roden, 2021).



1.1.4 Lesion hepatica inducida por medicamentos

Por otro lado, otra de las principales funciones del higado es el metabolismo de
xenobiodticos, cuyo uso excesivo puede conllevar al desarrollo de LHIM, siendo
la causa mas comun y significativa de insuficiencia hepéatica aguda a nivel
mundial (Bjornsson, 2019), principalmente en Asia, Estados Unidos, Europa e

India (Andrade et al., 2019).

1.2 Desarrollo de fibrosis y progresion a cirrosis hepatica
Independientemente de la etiologia, la enfermedad hepatica es caracterizada
por un dafio prolongado del parénquima, con activaciéon de la respuesta
inflamatoria y, en consecuencia, desarrollo de fibrogénesis hepatica, por la
acumulacion excesiva de componentes de la matriz extracelular por la
activacion de miofibroblastos hepaticos, células proliferativas, migratorias y

profibrogénicas (Parola & Pinzani, 2019, Roehlen et al., 2020).

La fibrosis hepatica se clasifica de acuerdo a diversas escalas, donde una de

las mas comunes es la escala de METAVIR (Tabla I) (Smith et al., 2019).

Tabla I. Sistema de puntuacion METAVIR para la evaluacion de la fibrosis

hepatica y cirrosis.

Nivel de fibrosis Puntuacién
Ausencia de fibrosis FO
Fibrosis leve F1




Fibrosis moderada F2

Fibrosis grave F3

Cirrosis F4

Tabla tomada de Smith, A., Baumgartner, K., & Bositis, C. (2019).

La fibrosis leve a grave (F1 a F3) puede llegar a ser reversible mediante un
tratamiento adecuado que elimine el agente etiolégico y se restaure la
arquitectura y la funcién del higado (Kisseleva & Brenner, 2021), mientras que
el estadio F4 se considera que ya no es reversible (Caligiuri et al., 2021).
Debido a esto, es esencial hacer un diagnéstico y tratamiento oportuno en
etapas tempranas de la fibrosis para conducir a la resolucion de la enfermedad

y prevenir el avance hasta cirrosis o desarrollo de CHC.

1.3 Modelos experimentales de dafio hepatico en animales
Con el fin de mejorar la comprensién del origen y desarrollar nuevas
herramientas de diagndstico, prondstico y tratamiento de las enfermedades
hepaticas, persiste el interés en utilizar modelos animales que reproduzcan las
caracteristicas clinicas, bioquimicas e histolégicas de las enfermedades
hepéaticas en humanos, planteandose tres enfoques generales: las técnicas
quirdrgicas las cuales incluyen resecciones hepaticas y desvascularizacion
parcial o total del higado, el uso de un agente quimico el cual incluye la
administracion de hepatotoxinas y el uso de agentes infecciosos (Manibur
Rahman & Hodgson, 2001), donde el uso de cada uno de estos modelos estara

indicado para representar en gran medida una etiologia en particular.



Los agentes quimicos, han sido ampliamente utilizados para poder representar
un dafio hepatico general y evaluar la actividad hepatoprotectora de algun
farmaco o producto natural por medio de un tratamiento establecido. Con el
empleo de agentes hepatotoxicos se ha evidenciado el dafio por medio de la
medicion de marcadores bioquimicos, de estrés oxidativo y la evaluacion
histolégica (tabla 1), siendo el tetracloruro de carbono (CCls) la hepatotoxina
mas empleada, cuyo mecanismo de dafio se basa en la formacién del radical
toxico triclorometilo (*CCl3) producido por el citocromo P4502E1 en los
hepatocitos, el cual induce la peroxidacion lipidica y dafio a la membranas,

provocando una necrosis centrolobulillar grave (Liu et al., 2013).

Otro agente téxico utilizado ha sido el acetaminofén o también conocido como
paracetamol. Cuando existe un exceso de acetaminofén en el organismo se ven
saturadas las vias de glucuronidacion y sulfatacion por las cuales se metaboliza
el farmaco, al no ser posible esto se altera su metabolismo por medio del
citocromo P450 a N-acetil-p-benzoquinoneimina, el cual interrumpe el flujo de
calcio mitocondrial e induce dafio celular por la formacién de radicales hidroxilo,
nitritos y nitratos, lo que lleva a la apoptosis y necrosis celular (Tufion et al.,

2009).

Tabla Il. Agentes quimicos utilizados para inducir dafio hepatico en modelos

animales.

Hepatotoxina Dosis usada Dafio evidenciado Referencia




Tetracloruro de

carbono

2 mL/kg

disuelto en

aceite de oliva

AST?, ALTY, Bilirrubina totalt,
Citocinas proinflamatorias?,

Alteraciones histopatologicas

Amer et al.,

2022

Tetracloruro de 1 mL/kg Alteraciones histopatologicas Otrubova et
carbono disuelto en (acumulacion de grasa y al., 2018
aceite de oliva  cambios en la configuracion
interna de las células)
Acetaminofén 600 mg/kg Hallazgos histopatol4gicos Gokkaya et
revelaron areas necroticas al., 2022
Acetaminofén 3 g/kg AST1, ALT?, Presencia de Zakaria et
necrosis centrolobulillar, al., 2021
hemorragia, inflamacion y
exudados inflamatorios, y
esteatosis.
Tioacetamida 400 mg/kg AST1, ALT?, ALP1, Bilirrubina Urrutia-
total?, Bilirrubina directat, Hernandez
GGT?1, LDH? et al., 2019
Tioacetamida 50 mg/kg AST?, ALT1, ALP1, Bilirrubina Kaur et al.,
totalt, Se mostré inflamacion 2019
lobulillar, esteatosis hepatica,
fibrosis, distension
hepatocelular y necrosis.
Dietilnitrosamina 100 mg/kg AST?, ALT?, ALPT, GGTTY, Saber et al.,
Alteraciones histopatologicas 2021
Dietilnitrosamina 20 mg/kg ALT?, Alteraciones Abdel-Aziz




histopatoldgicas et al., 2021

ALP: fosfatasa alcalina, ALT: Alanina aminotransferasa, AST: Aspartato
aminotransferasa, GGT. gamma-glutamil transferasa, LDH: lactato deshidrogenasa,
ldisminucion, televacion.

A pesar de que existe una gran cantidad de modelos de dafio hepético, cada
uno de ellos presenta ciertas desventajas donde hace que su uso se vea
limitado, principalmente por el riesgo que representan para el personal que
manipulan estas hepatotoxinas y por la falta de reproducibilidad reportada entre

estudios. Debido a esto se ha tenido la necesidad de optar por nuevos agentes

hepatotdéxicos que cubran estos puntos.

Durante los dltimos afios se ha visto un aumento considerable en el uso del
acido valproico (AVP) en modelos de dafio hepatico (Figura 2). El AVP es un
farmaco indicado para el tratamiento de epilepsias y controlar las convulsiones,
donde su principal accion va sobre los niveles del acido gamma-aminobutirico
(GABA) en el cerebro, generando un aumento de este neurotransmisor
(Ghodke-Puranik et al., 2013, Woolley & Mills, 2022), también se ha visto
implicado en la modulacién de los canales de sodio, calcio y potasio y aumenta
el nivel extracelular de serotonina y dopamina (Perucca, 2002, Romoli et al.,

2019).



HO

Figura 2. Estructura quimica del acido valproico.

A pesar de su eficacia médica, se han notificado complicaciones graves
después de una administracion prolongada, incluida la hepatotoxicidad
(Ezhilarasan & Mani, 2022). EI mecanismo de hepatotoxicidad por AVP es
atribuido a el estrés oxidativo y una actividad antioxidante desequilibrada que
juegan un papel importante en la toxicidad a través de la alteracién oxidativa de
macromoléculas (Jafarian et al., 2013), ademas, se ha demostrado que
interfiere con la enzima carnitina palmitoil-transferasa I, la cual es clave en la B-
oxidacion de acidos grasos mitocondriales y, por lo tanto, induce
hepatotoxicidad y aumento de peso en pacientes bajo tratamiento con este

medicamento (Begriche et al., 2011).

Debido a esto, diversos estudios han establecido modelos de dafio hepatico
usando el AVP, evidenciando su efecto principalmente a nivel histolégico y
bioquimico (Abdelkader et al., 2020, Khodavar et al., 2021), desplazando cada
vez mas el uso de los agentes hepatotdxicos convencionales; asimismo, este

modelo de dafo ha sido empleado para valorar el potencial efecto
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hepatoprotector de extractos de plantas en modelos experimentales in vivo

(Koroglu et al. 2021, Omidipour et al. 2021).

1.4 Uso de extractos de plantas para el tratamiento de enfermedades
hepaticas
En la actualidad hay pocos medicamentos disponibles para la prevencion y/o el
tratamiento de las enfermedades hepaticas, ademéas de ser bajo el porcentaje
de pacientes que se ven beneficiados con el tratamiento y de que el uso
prolongado de estos medicamentos pueden provocar resistencia, toxicidad y/o
baja de eficiencia (Anwanwan et al., 2020), lo que genera la necesidad de
desarrollar agentes hepatoprotectores seguros y efectivos, donde los productos
naturales han sido una alternativa importante para el descubrimiento de nuevos

compuestos con alguna actividad farmacolégica.

Se sabe que los compuestos o0 extractos de productos naturales que presentan
un efecto antioxidante pueden contribuir a prevenir y/o tratar enfermedades
cronicas relacionadas con el estrés oxidativo al eliminar la gran cantidad de
ROS producidas y ademas de aumentar los niveles de enzimas antioxidantes
propias del cuerpo (Singh et al., 2016, Li et al., 2015), debido a esto, diversas
plantas y productos naturales han sido objeto de estudio para evidenciar su
posible actividad hepatoprotectora frente a un modelo de dafio hepatico en

animales (tabla I1).

11



Tabla Ill. Extractos de plantas con efecto hepatoprotector en modelos animales.

Planta Dosis usada Resultado a tratamiento Referencia
Extracto 100 mg/mL Disminucién de la funcién hepaticay Murillo-
etandlico de durante 30 aumento de la actividad de la Villicafa et
Justicia dias catalasa y superoxido dismutasa. al., 2022
spicigera
Extracto 300 Reduccion de marcadores de dafio Urrutia-
etandlico de mg/kg/dia hepatico y aumento de la expresion  Hernandez et
Croton durante 4 génica de superoxido dismutasa y al., 2019
hypoleucus dias catalasa
Extracto 100 mg/kg de Ambos extractos atenuaron el Coballase-
acetonicoy ambos aumento de AST y ALT, el extracto Urrutia et al.,
metandlico de  extractos por metandlico previno el aumento de 4- 2011
Heterotheca separado hidroxinonenal y 3-nitrotirosina en
inuloides durante 6 higado y aumento la actividad de

dias superoéxido dismutasa, catalasa,
glutation peroxidasa, glutation
transferasa y glutatién reductasa.
Extracto 100y 200 Ambas concentraciones Balderas-
metanolico de  mg/kg 3 disminuyeron ASTy ALT y Renteria et
Leucophyllum vecesala mostraron una arquitectura hepatica al., 2007
frutescens semana mas conservada, sin fibrosis y
durante 28 menor inflamacién en comparacion
dias con el grupo de dafio
Extracto 70 mg/kg Disminucién de AST y ALT Delgado-

12



metandlico de  durante 3 Montemayor

Turnera diffusa dias et al., 2022
Céapsulas de Disminucién de AST y ALT en el Cordero-
Hepatisan, grupo tratado con Hepavida. El Pérez et al.,
Boldo, tratamiento con Hepatisan mostré 2013
Hepavida, un porcentaje mas bajo de células

infusion de necréticas en comparacion con los

Boldo y demas productos naturales.

suplemento de
cardo mariano
(80% de

silimarina)

ALT: Alanina aminotransferasa, AST: Aspartato aminotransferasa.

Esto ha conllevado a generar una linea de investigacion en la Unidad de Higado
para comprobar la actividad hepatoprotectora de distintos compuestos y
extractos de productos naturales tanto en modelos in vivo (Delgado-
Montemayor et al., 2022, Cordero-Pérez et al., 2013) como in vitro (Torres-
Gonzalez et al.,, 2011). Por lo cual en este estudio se evalud la actividad
hepatoprotectora de una planta tipica de la flora del noreste de México conocida

como Flourensia cernua.

1.4.1 Flourensia cernua (Hojasén)
Flourensia cernua 0 mas comunmente llamada como hojasé u hojasén, es un

arbusto de sabor amargo con un olor a lapulo que crece en los desiertos al
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norte de México (Figura 3). Esta planta ha sido utilizada en la medicina
tradicional mexicana principalmente para el tratamiento de diversas
enfermedades o complicaciones gastrointestinales como dolor de estémago,
indigestion, diarrea y disenteria (Mata et al., 2003, Torres-Le6n et al., 2023),
ademas, ha sido evidenciada su actividad antifiingica y bactericida (Tellez et al.,

2001, Molina-Salinas et al., 2006, Molina-Salinas et al., 2011).

Diversos estudios han puesto en evidencia también la actividad antioxidante del
extracto hidroalcohdlico de esta planta mediante ensayos in vitro, ademas de
reportar que posee un alto contenido en fenoles (Salazar et al., 2008, Wong-
Paz et al., 2015), lo que sugiere que estos podrian ser los responsables de su
actividad antioxidante, de esta forma, haciéndola candidata potencial para

poder estudiar su posible efecto hepatoprotector.

Figura 3. Flourensia cernua.
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1.5 Impacto de los extractos de plantas sobre la microbiota intestinal
La microbiota intestinal (MI) puede ser definida como un ecosistema diverso de
microorganismos que residen en el tracto digestivo, la cual estd comprendida
principalmente por bacterias (Gomaa, 2020), donde en sujetos sanos, la Ml
cumple numerosas funciones que benefician al huésped, tales como regulacion
en el metabolismo de nutrientes, en el metabolismo y absorcion de farmacos,
produccién de moléculas bioactivas, entre otras (Ding et al., 2020, Silva et al.,
2020). La composicion de la Ml es compleja y abundante, con
aproximadamente 10 microorganismos siendo tres los filos dominantes en el
intestino humano, los cuales son Firmicutes, Bacteroidetes y Actinobacterias
gue en conjunto comprenden mas del 90% de las bacterias intestinales (Tabla
IV) (Tumani et al., 2021). La proporcién de estos filos puede ser influenciada por
distintos factores, tanto internos como externos, de los cuales los mas comunes
son debido al consumo de medicamentos, la alimentacion, el estado fisioldgico
de la persona y en la aparicién y desarrollo de enfermedades (Berding et al.,

2021).

Tabla IV. Principales microorganismos en el intestino humano.

Filo Clases Géneros representativos
Firmicutes Bacili Ruminoccoccus, Peptococcus,
Clostridia Peptostreptococcus, Clostridium,

Lactobacilus, Enterococus,

Eubacterium, Fealibacterium
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Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroides, Fusobacterium,
Flavobacteria Prevotella

Sphingobacteria

Actinobacterias Actinobacteria Bifidobacterium, Actinomyces

Extracto de tabla tomada de Tumani et al., 2021

Diversos estudios han evidenciado un cambio en la composicion de la Ml
normal asociada con la aparicion y el desarrollo de las enfermedades hepéticas,
mostrando una diversidad reducida de especies benéficas para el organismo y
un mayor desarrollo de especies patdgenas no deseadas, causando
alteraciones en la barrera intestinal, haciéndola mas permeable a componentes
bacterianos como lipopolisacaridos que pasan al higado a través de los vasos
sanguineos del intestino, donde si el flujo es constante puede sobrecargarlo,
provocando alteraciones metabdlicas e inmunitarias (Bajaj & Khoruts, 2020, Xu

et al., 2022).

Se ha evidenciado tanto en modelos experimentales como en el humano, que el
uso de productos naturales representa un tratamiento potencial para la
restauracion de la Ml debido a su mezcla diversa de compuestos con efectos
antioxidantes y antiinflamatorios como los polifenoles, promoviendo el
crecimiento de bacterias benéficas que contribuyen a la salud en general y
ademas restauran la composicion de la barrera intestinal, evitando asi el paso

de componentes patdgenos al higado y disminuyendo asi la inflamacion (Merra
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et al., 2020, Baslam et al., 2023). Por lo anterior, se el interés de evaluar el

efecto del extracto de F. cernua sobre la MI en el dafo inducido por AVP.

1.6 Justificacion
Las enfermedades crénicas del higado representan un problema de salud a
nivel mundial y nacional asociadas a comorbilidades con alta prevalencia como
la diabetes y la obesidad, aumentando asi las tasas de morbilidad y mortalidad
atribuidas en gran medida a las complicaciones de la cirrosis. Actualmente de
las enfermedades hepéticas mas prevalentes solo la hepatitis C es curable, por
lo que es esencial la busqueda de nuevos tratamientos antifibroticos y
antinflamatorios, para dar en etapas mas tempranas de la enfermedad hepatica.
Debido a esto, el uso de plantas medicinales ha representado una alternativa
viable en la busqueda de nuevos compuestos que muestren actividad
hepatoprotectora. Flourensia cernua ha demostrado poseer compuestos que
presentan actividad antioxidante, por lo que pudiera tener un efecto benéfico
para el higado, ademas es de interés establecer su impacto sobre la microbiota
intestinal aerdbica y ver si favorece su efecto hepatoprotector por este extracto

y desarrollar a futuro un fitobiético.

1.7 Objetivo general
Evaluar la actividad hepatoprotectora de Flourensia cernua y su impacto sobre
la microbiota intestinal aerébica en un modelo de dafio inducido por acido

valproico en ratas Wistar.
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1.8 Objetivos especificos

1. Establecer un modelo de dafio hepético por acido valproico en ratas Wistar
mediante la medicién de marcadores bioquimicos y evaluacion morfolégica
de los grupos de estudio.

2. Evaluar la no toxicidad y actividad hepatoprotectora del extracto
hidroalcohodlico de Flourensia cernua mediante la medicion de marcadores
bioguimicos, marcadores de estrés oxidativo y evaluacion morfolégica de los
grupos de estudio.

3. Evaluar el impacto de la exposicion de acido valproico y el extracto
hidroalcohdlico de Flourensia cernua sobre la microbiota intestinal aerébica

empleando MALDI-TOF.
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CAPITULO Il

MATERIAL Y METODOS

2.1 Clasificacion del estudio

Estudio experimental, prospectivo y transversal.

2.2 Tamafo de muestra
Para llevar a cabo este proyecto de investigacion, se realizé un estudio no
probabilistico en base a la experiencia del equipo de investigacion de la Unidad
de Higado del Hospital Universitario “Dr. José E. Gonzalez”, se utilizaron 7
grupos de ratas Wistar con una n=6 en cada grupo de ambos sexos y con un

peso de 200-300 g.

2.3 Materiales y reactivos

2.3.1 Materiales

. Camas para cirugia

. Pinzas hemostéticas

. Pinzas Adson con dientes
. Pinzas Alice

. Hojas de bisturi

. Tijeras

. Porta agujas

. Jeringasde 1y 5 mL
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. Guantes

. Tubos rojos

. Microtubos

. Varillas de vidrio estériles

. Histocassettes

. Tubos coénicos estériles de 1.5 mL

. Puntillas estériles de 1-10, 20-200, 100-1000 pL
. Pipetas automaticas de 1-10, 20-200 y 100-1000 pL

. Tubos coénicos estériles de 0.6 y 1 mL

2.3.2 Anestésicos y antisépticos
. Ketamina
. Xilazina

. Solucién Microdacyn® 60 (OCULUS)

2.3.3 Reactivos
. Acido valproico (Sigma Aldrich)

. Silibinina (Sigma Aldrich )

. Solucion salina

2.3.4 Equipos

. ILab Aries (Instrumentation Laboratory, Werfen Company, USA)
. Lector espectrofotométrico de placas de ELISA
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. puDrop Plate

. BD Bruker Maldi Biotyper

. Multiskan Go

. Microcentrifuga refrigerada
. Agitador vortex

. Cabina de seguridad serie 1300 de Clase I, Tipo A2

2.4 Estrategia General
Para poder llevar a cabo el proceso general se realiz6 un esquema enlistando

cada una de las tareas a realizar hasta la obtencidon y manejo de resultados

(Figura 4).
Mach b
achos/hembras > *Extracto hidroalcohdlico de la .
200-300g € K e 2 ionad | Anestesia
7 grupos parte aérea proporcionado por la Xilazina 10 mgfkg

e g - Facultad de Ciencias Biolagicas

Inyeccidn intraperitoneal Administracion
orogastrica (3 dias)

Objetivo 1y 2

Ketamina 100 mg/kg
Exanguinacion y
abtencién de muestras :

n=6

Grupo de

estudio (7 dias)

SHAM Solucién salina Solucién salina 4 -
NTOX 200 Solucién salina *Extracto de F. cernua |4
(200 mg/kg) !
NTOX400 Solucién salina *Extracto de F. cernua N
(400 mg/kg) 2
AVP AVP (500 makg) Solucién salina Deterrr;li-:gi::jignhzzé:'nﬁ:::::adores Anélisiu:i?:uimico
F. cernua AVP(500 mg/kg) “Extracto de F. cernua de estrés oxidativo . analisis (ALT, AST, CDH. ALB,
200 (200 mg/kg) histologico ALP; PT vy glucosa)
F. cernua AVP(500 mg/kg) *Extracto de F. cernua
400 (400 mg/kag)
Silibinina AVP(500 mg/kg) Silibinina (200 mg/kg)

Objetivo 3

Recoleccion de
Evaluar el perfil de la —— —
muestras fecales: una microbiota asrabica Analisis estadistico de
alinicio ¥ una al final mediants MALDLTOF los resultados

del tratamiento

Figura 4. Esquema de la estrategia general del estudio. SHAM: control sano; AVP:
acido valproico; F. cernua: tratamiento; NTOX: no toxicidad. ALT: alanina
aminotransferasa; AST: aspartato aminotransferasa; ALB: albumina; ALP: fosfatasa
alcalina; LDH: lactato deshidrogenasa; PT: proteinas totales; mg/kg: miligramos por
kilogramo.
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2.5 Disefio experimental

Se emplearon 42 ratas Wistar las cuales fueron alojadas en jaulas de

policarbonato en condiciones de temperatura y humedad adecuadas y bajo

ciclos de luz/12h y oscuridad/12h y con libre acceso a agua y alimento estandar

para roedores (Nutricubo, Nutrimix S.A de C.V). Todos los procedimientos con

animales se realizaron de acuerdo con el uso y cuidado adecuados de los

animales de laboratorio, segun lo aprobado por el Comité de Etica en

investigacion de nuestra institucion registro QA24-00001 y de acuerdo con las

especificaciones de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999.

Los grupos de estudio fueron:

Grupo control sano (SHAM) se administrd6 de manera intraperitoneal (i.p)
1 mL/dia de NaCl 0.9% durante 7 dias, ademas de la administracion con
sonda orogastrica de 1 mL/dia de NaCl 0.9% durante los 3 dias
posteriores.

Grupos control de dano por F cernua (NTOX 200 y 400) se les
administré 1 mL/dia/i.p de NaCl 0.9% durante 7 dias, ademas de la
administracion con sonda orogastrica de 200 mg/kg/dia o 400 mg/kg/dia
de un extracto hidroalcohdlico de F. cernua en un volumen maximo de

aplicacién de 1 mL durante los 3 dias posteriores.

Grupo control de dafio por acido valproico (AVP) se administr6 AVP en

una dosis de 500 mg/kg/dia/i.p durante 7 dias, ademas de Ia
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administracion con sonda orogastrica de 1 mL/dia de NaCl 0.9% durante
los 3 dias posteriores.

Grupos para evaluar la actividad hepatoprotectora de F. cernua (F.
cernua 200 y 400) se administré6 AVP a una dosis de 500 mg/kg/diali.p
durante 7 dias, posteriormente de forma orogastrica se administré 200
mg/kg/dia o 400 mg/kg/dia de un extracto hidroalcohdlico de F. cernua en
un volumen maximo de aplicacion de 1 mL durante los 3 dias
posteriores.

Grupo de control positivo (Silibinina) se administré6 AVP a una dosis de
500 mg/kg/diali.p durante 7 dias, posteriormente de forma orogastrica se
administré 200 mg/kg/dia de silibinina (Sigma Aldrich) en un volumen

maximo de aplicacién de 1 mL durante los 3 dias posteriores.

Los animales de todos los grupos, tras los 10 dias de administracion, se

anestesiaran por via i.p con 10 mg/kg de xilacina (Sedaject, Vedilab S.A. de

C.V. Reg. SAGARPA Q-0088-122) y 100 mg/kg de ketamina (Anesket, PiSA

Agropecuaria, S.A. de C.V. Reg. SAGARPA Q7833-028) y se sometieron a una

laparotomia sobre mesa quirurgica. Se realizé una incision en el abdomen, se

localizé el higado, se diseco y extrajo. Tras este tiempo se procedié a obtener

las muestras por exanguinacién por puncién de la arteria abdominal para

obtener un volumen maximo de 5mL, posterior a este procedimiento se realizd

eutanasia de acuerdo con las recomendaciones de la NOM-062-Z00-1999.

Finalmente, las muestras de sangre fueron centrifugadas por 15 min a 3500 rpm
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y posteriormente el suero fue separado en alicuotas y congeladas hasta su
posterior andlisis. El tejido hepatico fue dividido en 2 fragmentos, uno para el
andlisis histologico, el cual se colocé en formol al 10% y otro para la
determinacién de marcadores de estrés oxidativo el cual se congelo a -70°C en

crioviales hasta su posterior andlisis.

2.5.1 Analisis bioquimico

Las muestras de suero fueron analizadas en un equipo ILab Aries
(Instrumentation Laboratory, Werfen Company, USA). Se evaluaron los
marcadores bioquimicos ALT, AST, ALB, ALP, LDH, PT y glucosa utilizando kits

comerciales y siguiendo las instrucciones del fabricante.

2.5.2 Determinacién de marcadores de estrés oxidativo

Se pesaron 200 mg de tejido hepatico en un tubo cénico de 1 mL, se agregaron
500 pL de Tris-EDTA-DTT y se triturd utilizando una varilla de vidrio y en un
sonicador con agua fria. Hasta tener un aspecto homogéneo, se le agregaron
nuevamente 500 uL de Tris-EDTA-DTT. Posteriormente, se centrifugaron segun
lo indicado en los insertos y se separ6 el sobrenadante. Para la determinacién
de superoxido dismutasa (SOD) y malondialdehido (MDA) en homogenizados
de tejido se utilizaron kits comerciales (Cayman Chemical Company, Ann Arbor,
MI, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante para cada una de las
determinaciones. La absorbancia se midié de acuerdo con las especificaciones

de cada kit utilizando un lector de microplacas (Thermo Scientific Multiskan FC,
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Waltham, USA). Se realiz6 la normalizacion de los resultados por el método de

Bradford (Kruger NJ).

2.5.3 Analisis histolégico

Se evalu6 el dafio hepatico mediante un analisis histolégico a partir del tejido
hepatico previamente recolectado en histocassetes y conservados en
formaldehido al 10%. Se llevaron a cabo los cortes de los higados recolectados
y posteriormente se realizaron tinciones de hematoxilina-eosina y Tricromicro
de Masson, donde los cortes histol6gicos ya una vez tefiidos, se observaron en

un microscopio éptico para observar cambios morfolégicos.

2.5.4 Analisis de microbiota

Para el andlisis de la MI aerbbica se recolectaron las heces fecales de cada
animal en los diferentes grupos de estudio pre y postratamiento, llevandose a
cabo posteriormente dos etapas, la primera de ellas fue que a partir de las
muestras fecales recolectadas se tomo su peso exacto y se diluyeron en 1 mL
de NaCl 0,9% estérii y se mezclaron completamente mediante vortice.
Posteriormente se realiz6 la siembra con asas calibradas de 1 y 10 pL sobre los
medios de cultivo EMB (eosina y azul de metileno), TCBS (Tiosulfato-citrato-
bilis sacarosa), MacConkey y XLD (xilosa, lisina, desoxicolato), donde las
placas inoculadas e incubadas bajo condiciones aerébicas a 37 °C durante 72
h. Luego de darse el crecimiento de las colonias se realizé el conteo

correspondiente a cada morfologia distinta observada y los resultados fueron
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expresados como unidades formadoras de colonias por gramo (UFC/g). Como
segunda etapa se llevé a cabo la preparacion de espectros MALDI-TOF, donde
una vez dado el crecimiento de bacterias se identificaron las distintas colonias y
se aislo cada una de estas en una nueva placa de EMB, esto para poder tomar
una colonia mas pura donde posteriormente con ayuda de un aplicador de
madera se dispone cada una de las colonias en la placa del MALDI donde se
adiciona la matriz de acido a-ciano-4-hidroxicindmico y se deja secar.
Finalmente la placa se introdujo en el equipo BD Bruker Maldi Biotyper y se
obtuvo el espectro de masas correspondiente a la bacteria identificada, el cual
es comparado con el espectro que mas corresponda en la base de datos del
equipo, donde se obtiene un puntaje dado por el fabricante correspondiente al
grado de confianza para la identificacion, donde una puntuacion de 2.0 fue
indicativa de identificacion a nivel de especie con alta confianza, puntuaciones
entre 1.7 y 1.9 sugirieron identificacibn a nivel de género, y puntuaciones

inferiores a 1.7 no se asignaron identidades.

2.5.5 Analisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante el Software GraphPad Prism 8.0.
Dependiendo del resultado de la prueba de normalidad de los datos se us6 una
prueba estadistica ANOVA de una via y Kruskal-Wallis con post hoc de Tukey y
Dunn respectivamente, con el objetivo de determinar la existencia de
diferencias significativas entre los grupos. Los resultados fueron expresados

como media = desviacion estandar, asi como mediana con rango intercuartil
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segun el caso. Se consideré6 un valor de p<0.05 como estadisticamente

significativo.

27



CAPITULO Il

RESULTADOS

3.1 Establecimiento del modelo agudo de dafio hepético inducido por AVP

Se establecio el modelo de dafio hepatico inducido por AVP a través de la

evaluacion de los marcadores bioquimicos, donde se encontré un aumento

significativo en los niveles de ALT y AST en el grupo AVP (144.8 + 23.41 UI/L,

269.5 £ 79.53 U/L respectivamente) respecto al grupo SHAM (66.50 + 16.10

U/L, 159.0 =+ 51.64 U/L respectivamente), ademas de encontrar una disminucion

significativa en los valores de PT en el grupo AVP (5.550 + 0.295 g/L) respecto

al SHAM (6.283 + 0.365 g/L), el resto de los marcadores bioquimicos evaluados

no mostroé cambios entre los grupos de estudio (Figura 5).
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Figura 5. Marcadores bioquimicos en los grupos SHAM y AVP. SHAM: control sano;
AVP: acido valproico; ALT: alanina aminotransferasa; AST. aspartato aminotransferasa;
ALB: albumina; ALP: fosfatasa alcalina; LDH: lactato deshidrogenasa; PT: proteinas
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totales; mg/kg: miligramos por kilogramo. Valores expresados como media =+
desviacién estandar.

Se realizé un analisis histolégico de los grupos SHAM y AVP empleando una
tincion convencional de hematoxilina y eosina, donde se aprecié una
arquitectura normal del higado en ambos grupos, sin mostrar cambios

patolégicos en el tratado con AVP (Figura 6).

5

Grupo SHAM Grupo AVP

10X

40X

Figura 6. Evaluacion de dafio hepatico mediante andlisis histologico.

3.2 Evaluacién de la no toxicidad y actividad hepatoprotectora del extracto
hidroalcohélico de Flourensia cernua mediante la medicién de marcadores
bioquimicos
Se analizaron las concentraciones séricas de ALT, AST, ALB, ALP, LDH, PTy

glucosa en los distintos grupos de estudio, se encontr6 una disminucion
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significativa en PT en el grupo AVP (5.550 £ 0.295 g/L) con respecto al SHAM
(6.283 £ 0.365 g/L). En el caso de ALT y AST se obtuvo un aumento
significativo en su concentracién en el grupo AVP (144.8 + 23.41 U/L, 269.5 +
79.53 U/L respectivamente) respecto al grupo SHAM (66.50 = 16.10 U/L, 159.0
+ 51.64 U/L respectivamente). Al analizar los resultados obtenidos de los
grupos de no toxicidad a las dosis trabajadas del extracto, se observd que no
hubo diferencia significativa en las enzimas hepaticas ALT y AST comparando
el grupo NTOX 200 (61.00 £ 17.10 U/L, 123.2 + 34.30 U/L respectivamente) y
NTOX 400 (67.83 £19.15 U/L, 137.2 £ 47.41 U/L respectivamente) con el grupo
SHAM (66.50 + 16.10 U/L, 159.0 £ 51.64 U/L respectivamente). Ademas, en los
grupos de tratamiento con el extracto, se observé que el grupo F. cernua 200 no
pudo revertir el dafio producido por AVP como lo muestran la elevacion de las
enzimas hepaticas ALT (150.0 + 27.57 U/L) y AST (253.3 + 80.66 UI/L),
obteniendo valores muy similares al grupo AVP, sin embargo, al evaluar el
extracto en una dosis de 400 mg/kg/dia de F. cernua, si se observé un efecto
hepatoprotector disminuyendo significativamente los valores de estas enzimas
hepaticas ALT (56.67 + 25.97 U/L) y AST (115.5 + 41.03 U/L) en comparacion
al grupo AVP y ademas, asemejandose en gran medida a los resultados
obtenidos por el grupo de control positivo de hepatoproteccion tratado con
Silibinina, que mostré una concentracion de ALT (53.0 + 7.874 U/L) y AST
(96.83 £ 13.51 U/L) sin diferencia significativa con esta ultima dosis del extracto

de F. cernua (Figura 7).
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Figura 7. Comparacion de los marcadores bioquimicos entre los diversos grupos de
estudio. ALT: alanina aminotransferasa; AST: aspartato aminotransferasa; ALB:
albumina; ALP: fosfatasa alcalina; LDH: lactato deshidrogenasa; U/L: unidades por litro;
SHAM: control sano; AVP: acido valproico; F. cernua: tratamiento; NTOX: no toxicidad.
Valores expresados como media + desviacion estandar.

3.3 Evaluacién de la no toxicidad y actividad hepatoprotectora del extracto
hidroalcohélico de Flourensia cernua mediante la medicion de marcadores
de estrés oxidativo
Se analizaron los niveles de MDA y SOD en los diversos grupos de estudio,

mostrando un aumento significativo de MDA en el grupo AVP (89.57 + 3.505

+

MM/mg) contra SHAM (39.83 2.483 pM/mg), ademas, se observé una
disminucién significativa en los valores de MDA en el grupo AVP contra el grupo
F. cernua 200 (59.17 + 5.981 yM/mg) y F. cernua 400 (51.00 £ 3.406 uM/mg),

donde puede observarse que este ultimo grupo se asemeja a los resultados
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obtenidos por el grupo tratado con Silibinina (52.00 + 5.060 uM/mg). Respecto a
SOD se observé un aumento significativo en la actividad de esta enzima en el
grupo AVP (6.720 + 0.4752 pM/mg) en comparacion al grupo SHAM (1.050 +
0.1986 pM/mg), ademas, se observd una disminucidén significativa en los
valores de SOD en los grupos F. cernua 200 (3.917 = 0.4347 yM/mg) y F.
cernua 400 (2.428 + 0.6122 uM/mg) en comparacion con el grupo AVP, donde
se observo que este Ultimo grupo de tratamiento se asemeja a los resultados
obtenidos por el grupo tratado con Silibinina (2.233 + 0.3670 pM/mg).
Adicionalmente, se observé también un aumento significativo en la actividad de
esta enzima en los grupos de NTOX 200 (1.848 + 0.2717 uM/mg) y NTOX 400

(3.998 £ 0.5537 yM/mg) en comparacion con el grupo SHAM (Figura 8).
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Figura 8. Comparacion de los marcadores de estrés oxidativo en los diversos grupos
de estudio. MDA: malondialdheido; SOD: superéxido dismutasa; yM/mg: micromolar
por miligramo; U/mg: unidades por miligramo; SHAM: control sano; AVP: &cido
valproico; F. cernua: tratamiento; NTOX: no toxicidad. Valores expresados como media
* desviacion estandar.
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3.4 Evaluacién de la no toxicidad y actividad hepatoprotectora del extracto
hidroalcohélico de Flourensia cernua mediante la evaluacién morfoldgica
de los grupos de estudio
Se realiz6 el analisis histologico en los diversos grupos de estudio a través de la
tincion de H&E vy tricromico de Masson y no se mostraron cambios estructurales
importantes en los diversos grupos tratados en comparacion al grupo SHAM

(Figura 9y 10).

NTOX200

Figura 9. Evaluacion morfolégica de los grupos de estudio empleando tinciéon HyE.
40X.

F.cernua200

Figura 10. Evaluacion morfolégica de los grupos de estudio empleando tincién
tricromicro de Masson. 40X.
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Por otro lado, se realiz6 el conteo de células binucleadas en dos zonas
especificas, en la zona centrolobulillar y periportal donde no se mostré una
diferencia significativa entre el grupo AVP y el grupo SHAM, sin embargo, se
mostré un aumento significativo en la abundancia de células binucleadas en la
zona centrolobulillar en ambos grupos tratados con F. cernua vs AVP (Figura

11).
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Figura 11. Comparacion del porcentaje de abundancia de hepatocitos binucleados en
dos distintas zonas en los diversos grupos de estudio.

3.5 Evaluacioén del impacto de la exposicion de AVP y el extracto
hidroalcohdlico de F. cernua sobre la microbiota intestinal aerdbica
empleando MALDI-TOF
En la evaluacion del impacto del AVP y los extractos de F. cernua sobre la Ml
aerdbica en los diversos grupos de estudio se hizo la identificacién de 15
especies distintas de bacterias con puntuaciones de identificacion de alta

confianza, siendo Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
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Escherichia coli y Ochrobactrum intermedium las que tuvieron una mayor

frecuencia en todos los grupos de estudio (Figura 12).

¢ 2.0 Indicativo de identificacién a nivel
de especie con alta conflanza

e L7 y 19 identificacién a nivel de
pénero

¢ « L7 no se asignaron identidades

Klebsiella pneumoniae Enterococcus faecalis

Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus cohnii
Escherichia coli Staphylococcus haemolyticus
Ochrobactrum intermedium Staphylococcus sciuri
Proteus mirabilis Lactobacillus delbrueckii
Stenotrophomonas maltophilia Jeotgalicoccus halotolerans
Acinetobacter lactuae

Pseudomonas cedrina

Acinetobacter baumannii complex

Figura 12. Especies bacterianas identificadas con alta confianza en heces fecales de
los grupos de estudio por MALDI-TOF.

Una vez obtenida la identificacion bacteriana correspondiente a cada una de las
distintas colonias crecidas se procedid a relacionarlas con el conteo
previamente realizado de las UFC/g, donde se realizd la comparacion de la
carga bacteriana total después del tratamiento correspondiente a cada uno de
los grupos de estudio no encontrandose diferencia significativa, sin embargo,
se observo que el grupo AVP presentd una disminucion considerable en el
conteo de bacterias totales, por otro lado, en los grupos F. cernua 200 y 400

mg/kg/dia se mostré una tendencia en el incremento de la carga bacteriana y de
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proteobacterias conforme aumento la concentracion del extracto, esto mismo se
observo en el grupo tratado con silibinina quien también mostr6 un mayor

conteo de ambos parametros evaluados (Figura 13).
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Figura 13. Comparacién de la carga bacteriana y proteobacterias en los diversos
grupos de estudio. UFC/g: unidades formadoras de colonia por gramo; SHAM: control
sano; AVP: &cido valproico; F. cernua: tratamiento; NTOX: no toxicidad. Valores

expresados como mediana + rango intercuartil.

Se realizd un mapa de calor para observar las distintas intensidades de color
relacionadas a la cantidad de UFC/g en los distintos grupos de estudio en base
a las bacterias de mayor frecuencia. Se observd que el grupo AVP mostro las
intensidades de color mas baja, mientras que en los grupos de tratamiento con
F. cernua se mostré una restauracion parcial en el conteo de estas bacterias

acentuandose mas este efecto en el grupo tratado con Silibinina (Figura 14).
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Figura 14. Mapa de calor del conteo bacteriano total en los distintos grupos de estudio.
SHAM: control sano; AVP: 4cido valproico; F. cernua: tratamiento; NTOX: no toxicidad.
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CAPITULO IV

DISCUSION

Las enfermedades hepaticas han representado un impacto significativo a la
salud a nivel mundial, donde en México, estas enfermedades se encuentran
dentro de las 10 principales causas de muerte segun datos proporcionados por
el INEGI durante el periodo de enero-junio del 2022, donde las muertes han
sido atribuibles en gran medida a las hepatitis virales, la hepatopatia alcohdlica

y EHGNA.

El uso de modelos experimentales en animales que reflejen dafio hepatico ha
tenido el enfoque de representar en gran medida las caracteristicas clinicas que
conlleva la enfermedad hepatica en los humanos y de esta manera desarrollar
nuevas herramientas de tratamiento. EI AVP ha sido ampliamente utilizado
durante los ultimos anos en diversos estudios para la induccion de dafo
hepatico agudo, donde han sido reportadas altas concentraciones de ALT y AST
que reflejan dafio a nivel de lisis celular, tal como en un estudio donde se
reportd un aumento significativo de estas enzimas al utilizar AVP a una dosis de
500 mg/kg durante 7 dias 2 veces al dia, (Nazmy et al., 2017), estos
resultados concuerdan con los encontrados en este trabajo donde se tuvo un
aumento significativo de las enzimas hepaticas ALT y AST al comparar el grupo
AVP vs SHAM, demostrando que hubo un dafio hepatico a la dosis utilizada de

AVP. Por otro lado, se conoce que la disminucién de proteinas totales es
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indicativa de dafo a nivel de sintesis hepatica debido a una biosintesis de
proteinas defectuosa (Pareek et al., 2013), tal como se reporta en el estudio
previo donde la intoxicacién por tetracloruro de carbono provocé una reduccion
en la biosintesis de proteinas al ser utilizado durante una semana a una
concentracion de 1 mL/kg, estos resultados son similares a los encontrados en
el presente estudio donde se mostré una disminucion significativa en los niveles
de PT en el grupo AVP en comparaciéon al grupo SHAM. En el analisis
histolégico no se mostraron cambios patoldgicos importantes en el grupo AVP

en comparacion al grupo SHAM.

Los productos naturales han sido una alternativa importante para el
descubrimiento de nuevos compuestos con alguna actividad farmacoldgica,
entre ellas, aquellas plantas donde se reporta su efecto hepatoprotector.
Flourensia cernua ha sido utilizada ampliamente en la medicina tradicional
mexicana principalmente para tratar malestares gastrointestinales [56, 57],
ademas de reportar actividad antifingica, antibacteriana, anticancerigena,
antinflamatoria, antidiabética y una marcada actividad antioxidante (Linares-
Braham et al., 2023), sin embargo, aun no existen reportes publicados acerca
de su posible actividad hepatoprotectora. En el presente estudio se puso en
evidencia el posible efecto hepatoprotector de un extracto metanolico de la
parte aérea de la planta a dos distintas concentraciones, donde se observo que
a una concentracion de 200 mg/kg el extracto no pudo revertir el dafio

producido por el AVP, obteniendo valores de ALT y AST muy similares al grupo
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AVP, sin embargo, al evaluar el mismo extracto en una dosis de 400 mg/kg se
observé un efecto hepatoprotector, disminuyendo significativamente los valores
de estas enzimas hepéticas en comparacion al grupo AVP y asemejandose asi
al grupo SHAM. Los grupos de NTOX no presentaron diferencia significativa
comparados con el grupo SHAM, siendo indicativo que el extracto de F. cernua
no presenta toxicidad a las dosis evaluadas, lo que concuerda con lo reportado
por otros estudios (Linares-Braham et al., 2023, Zavala et al., 2010) . En el
analisis histoldgico no se mostraron cambios patolégicos importantes en los

grupos de tratamiento en comparacion al grupo SHAM.

El estrés oxidativo es causado por un desequilibrio entre la generacion de
especies oxidantes y la capacidad de neutralizacion de los sistemas enddgenos
antioxidantes, el cual participa por distintos mecanismos como la oxidacion de
las principales clases de biomoléculas, llevando a la produccién de especies
reactivas provocando un dafo (Sienes Bailo et al., 2022). La peroxidacion
lipidica se considera un proceso donde los radicales libres atacan a los lipidos y
se conduce a la formacién de productos que incluyen radicales lipidicos peroxilo
e hidroperoxidos, asi como de productos secundarios predominantes. Entre
éstos se encuentra el MDA (Aguilar Diaz De Leon & Borges, 2020), el cual ha
sido ampliamente utilizado como un marcador de peroxidacion lipidica, donde
se ha reportado en diversos estudios un aumento significativo de este producto
con el uso del AVP en modelos de dafio agudo (Jamshidzadeh et al., 2023,
RAZA et al., 1997). Estos resultados son similares a los encontrados en el

presente estudio, donde se observé un aumento significativo de esta molécula
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en el grupo AVP en comparacion con el grupo SHAM, también se observo que
ambos grupos de tratamiento con el extracto de F. cernua ademas del control
positivo con silibinina, mostraron niveles significativamente menores del

contenido de MDA hepatico.

Por otro lado, la medicion de SOD el cual es una enzima de tipo enddégeno con
actividad antioxidante, es considerada como el principal recurso de la célula
para combatir el estrés oxidativo, donde se ha reportado en estudios previos su
incremento significativo en el grupo tratado con AVP de manera aguda, lo que
puede explicarse como un mecanismo compensatorio que combate el aumento
del estrés oxidativo observado con la aparicion de la hepatotoxicidad inducida
(Nazmy et al., 2017); estos resultados concuerdan a los encontrados en el
presente estudio, donde se observd un aumento significativo en su actividad en
el grupo AVP respecto al SHAM, ademas de observar que en ambos grupos de
tratamiento con el extracto de F. cernua se restablecié la actividad de SOD, es
de destacar que el grupo de F. cernua 400 presento la misma actividad que el
grupo tratado con silibilina, un conocido compuesto hepatoprotector. Se observo
un aumento significativo en la actividad de SOD en ambos grupos de NTOX de
una forma dosis dependiente, estos resultados son comparables con o
reportado en otros estudios donde la administracion oral de extractos
hidroalcohdlicos de diversas plantas aumenta por si solo la actividad de la
enzima de una forma dosis dependiente (Bahekar & Kale, 2016, Onoja et al.,
2014), sugiriendo que el extracto de F. cernua posee una actividad antioxidante

in vivo y es capaz de mejorar el efecto de las ROS en el sistema bioldgico,
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ademas, se ha reportado que las plantas contienen diversas isoformas de SOD
las cuales desempenan un papel importante en la tolerancia al estrés de las
plantas (Stephenie et al., 2020), pudiendo inferirse que el aumento de la
actividad de la enzima es propia del contenido ya existente de la planta y que su
aumento no se debe a una toxicidad, si no a una manera de preservar la
actividad de la enzima, considerandose un mecanismo de proteccién del

extracto.

Los resultados obtenidos por el analisis histolégico no mostraron diferencias
significativas sobre los grupos tratados en comparacion con el grupo SHAM,
estos resultados pueden deberse a que el tiempo de exposicion al dafio no es el
suficiente para que se vean reflejados estos cambios a nivel histologico. En
diversos estudios donde es utilizado el AVP como agente inductor de dafo
hepatico por un tiempo de exposicidn mayor, se hace evidente el dafio mediante
dilatacién y congestién sinusoidal hepatica, asi como infiltracién de células
inflamatorias (Cui et al., 2024). El conteo de células binucleadas es de
importancia debido a que, durante la regeneracion hepatica tras haber estado
expuesto a un dano, los hepatocitos se someten a una o dos rondas de
regeneracion para restaurar la masa hepatica perdida (Celton-Morizur &
Desdouets, 2010). Sin embargo, no se observé una diferencia significativa en el
grupo AVP contra el grupo SHAM, ya que se hubiera esperado un menor
namero de células binucleadas en este primer grupo a causa de la
hepatotoxicidad inducida. Por otro lado, se mostré un aumento significativo en

la abundancia de células binucleadas en la zona centrolobulillar en ambos
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grupos tratados con F. cernua, con lo cual se infiere que el extracto
hidroalcohdlico de esta planta induce la division hepatica, lo que pudiera indicar
un mecanismo de proteccion a nivel hepatico. Ademas, no se mostraron
cambios estructurales importantes al emplear la tincion de tricromicro de
Masson, ya que un dafio evidente hubiera sido encontrar tejido cicatricial en el
parénquima hepatico lo cual no se evidenci6 y solo se tifio la adventicia de los

vasos sanguineos considerado como algo normal.

Por otra parte, la composiciéon de la Ml puede ser influenciada por distintos
factores, tanto internos como externos, siendo uno de los mas comunes el
consumo de medicamentos, incluyendo los indicados para tratar convulsiones
como el AVP, donde se ha reportado que su uso en pacientes afecta la
composicién y diversidad de la MI (Amlerova et al., 2021). A pesar de que no ha
sido puesto en evidencia el papel del AVP sobre la Ml en modelos de dano
hepatico, lo que mas se asemeja y en el cual existen numerosos estudios son el
uso del AVP en los modelos de autismo, donde se ha reportado una reduccién
en la diversidad microbiana fecal y un cambié en su composicién (Liu et al.,
2018), lo cual concuerda con lo observado en el presente estudio donde el
grupo tratado con AVP presentd una reduccién considerable en la carga
bacteriana total en comparacion con el grupo SHAM. Ademas, se ha
evidenciado que el uso de productos naturales es un tratamiento potencial para
la restauracién de la MI, atribuyéndose principalmente al efecto antioxidante y

antiinflamatorio que poseen los polifenoles (Merra et al., 2020, Baslam et al.,

43



2023), esto concuerda con los resultados del presente estudio donde en ambos
grupos de tratamiento se observo una tendencia en restablecer los niveles
normales de la Ml en comparaciéon con el grupo SHAM y siendo este mas

marcado en el grupo tratado con silibinina.

4.1 Conclusiones

+ Se establecié el modelo de dafno hepatico inducido por acido valproico
evidenciado a través de marcadores bioquimicos.

+ El extracto hidroalcohdlico de F. cernua no mostré toxicidad a las dosis
evaluadas y mostré un efecto hepatoprotector solo a la dosis de 400
mg/kg evidenciado a través de marcadores bioquimicos y de estrés
oxidativo.

* A nivel histolégico no se observaron cambios en los distintos grupos de
estudio.

« El analisis por MALDI-TOF identificé principalmente como microbiota
intestinal aerdbica a Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli y Ochrobactrum intermedium, en los distintos grupos de
estudio.

* El acido valproico disminuyd considerablemente el conteo total de
bacterias y el extracto hidroalcohdlico de F. cernua mostr6é una tendencia

a restablecer parcialmente el conteo normal de bacterias.
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