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RESUMEN: Introduccién: ElI higado
es uno de los érganos mas importantes
que participa en la desintoxicacion, por
lo que a menudo se encuentra sujeto a
estrés oxidativo lo que conlleva a un dafo
celular grave. Por esta razon las plantas
medicinales, debido a su riqueza natural
en compuestos, han sido utilizadas para
obtener compuestos bioactivos que podrian
aplicarse en el tratamiento de dolencias
hepéticas. Mimosa lacerata es utilizada
en la medicina tradicional, sin embargo,
las propiedades hepatoprotectoras de
esta planta no han sido investigadas.

Data de aceite: 04/07/2023

Objetivo: Evaluar in vitro la actividad
antioxidante de las fracciones de Mimosa
lacerata en el papel hepatoprotector ante
la induccion de dafio hepatico con CCl,.
Material y métodos: Se realizé un perfil
fitoquimico por cromatografia en capa fina
y resonancia magnética nuclear (RMN)
de los extractos y fracciones previamente
obtenidas de Mimosa lacerata. La actividad
antioxidante se midié6 mediante el ensayo
de eliminacion de radicales libres de
2,2-difenil-1-picrilhidrazilo  (DPPH).  El
efecto biolégico de los extractos se evalud
mediante la determinacién de los niveles
de aspartato amino transferasa en células
HepG2 tratadas con CCl,. Resultados:
La elucidacion estructural de RMN del
extracto metandlico sugiere la presencia
de taninos, principalmente de polimeros
de profisetidina/  prorobinetidina.  Se
encontr6 una alta actividad antioxidante
para el extracto metandlico (CE50 4.58 pg
mL") y la fraccion 2 (5.59 + pg mL"). El
tratamiento previo de células HepG2 con
estos extractos mostrd protecciéon contra el
dafo hepatico inducido por CCI, al reducir
significativamente la actividad enzimética
de AST (p <0.05). Conclusiones: EIl
extracto metandlico y la fraccion 2 de M.
lacerata poseen actividad biolégica en
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células HepG2 tratadas con CCl,, al reducir significativamente los niveles de AST, efecto que
se atribuye a sus propiedades antioxidantes.

PALABRAS CLAVE: Antioxidante, hepatoprotector, estrés oxidativo, extractos naturales,
Mimosa lacerata.

ABSTRACT: Introduction: The liver is one of the most important organs that participates in
detoxification, so it is often subject to oxidative stress, which leads to serious cell damage.
For this reason medicinal plants, due to their natural richness in compounds, have been
used to obtain bioactive compounds that could be applied in the treatment of liver ailments.
Mimosa lacerata is used in traditional medicine, however, the hepatoprotective properties
of this plant have not been investigated. Objective: To evaluate in vitro the antioxidant
activity of the Mimosa lacerata fractions in the hepatoprotective role before the induction of
liver damage with CCl,. Material and methods: A phytochemical profile was made by thin
layer chromatography and nuclear magnetic resonance (NMR) of the extracts and fractions
previously obtained from Mimosa lacerata. The antioxidant activity was measured by the 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) assay. The biological effect of the extracts was evaluated
by determining the levels of aspartate amino transferase in HepG2 cells treated with CCI,
Results. The structural elucidation of NMR of the methanolic extract suggests the presence
of tannins, mainly of polymers of profisetidine/proobinethidine. A high antioxidant activity
was found for the methanolic extract (EC50 4.58 yg mL-1) and fraction 2 (5.59 + yg mL-1).
Pretreatment of HepG2 cells with these extracts showed protection against CCl,-induced liver
damage by significantly reducing the enzymatic activity of AST (p <0.05). Conclusions: The
methanolic extract and fraction 2 of M. lacerata have biological activity in HepG2 cells treated
with CCl,, by significantly reducing AST levels, an effect that is attributed to their antioxidant
properties.

KEYWORDS: antioxidant, hepatoprotective, oxidative stress, natural extracts, Mimosa
lacerata.

MARCO TEORICO

11 ANATOMIA Y FISIOLOGIA DEL HIGADO

El higado es la glandula més voluminosa del cuerpo y pesa alrededor de 1,4 kg
en el adulto promedio. Se encuentra por debajo del diafragma y ocupa la mayor parte del
hipocondrio derecho y parte del epigastrio, en la cavidad abdominopelviana, rodeado casi
por completo por el peritoneo visceral y revestido en su totalidad por una capa de tejido
conectivo denso irregular, que yace en la profundidad del peritoneo (Tortora y Derrickson,
2010). Se divide en cuatro I6bulos: l6bulo derecho (I6bulo mas grande), l16bulo izquierdo,
I6bulo cuadrado (ubicado entre la vesicula biliar y el ligamento redondo del higado), y
I6bulo caudado (ubicado entre la vena cava inferior, el ligamento venoso y el porta hepatico)
(Hansen et al., 2015).

Desde el punto de vista histologico, se encuentra formado por hepatocitos, que
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son las principales células funcionales del higado con una amplia variedad de funciones
metabdlicas, secretoras y endocrinas; otros componentes son los canaliculos biliares
(pequefios conductos que recogen la bilis producida por los hepatocitos) y sinusoides
hepaticos (Tortora y Derrickson, 2010), los cuales estan revestidos por células endoteliales,
con la caracteristica de ser mas permeables que otros capilares (Fox, 2013), y tienen
la funcién de recibir sangre oxigenada de las ramas de la arteria hepatica y sangre
desoxigenada de las ramas de vena porta (Marshall et al., 2013). Dentro de los sinusoides
hepaticos se encuentran las células fagociticas de Kupffer, que son integrantes del sistema
reticuloendotelial (también llamado sistema fagocitico mononuclear) (Fox, 2013).

El higado realiza importantes funciones como el almacenamiento de hierro y
vitaminas (vitaminas B12 y vitamina A), produccion de &cidos biliares, excrecion de
sustancias (bilirrubina) (Hansen et al, 2015), metabolismo y excrecibn de hormonas
esteroideas (Marshall et al., 2013). Ademas, cumple funciones vitales en el metabolismo
de los hidratos de carbono en los procesos de glucogénesis, lipogénesis, glucogendlisis y
gluconeogénesis. Otra funcién hepatica es el metabolismo de los lipidos en la sintesis de
triglicéridos y colesterol, excrecidén de colesterol y la generacion de ATP a partir de acidos
grasos. El higado participa también en el metabolismo de las proteinas en la produccion de
albumina, y de factores de la coagulacion (fibrinbgeno, protrombina y otros). Ademas, juega
un papel importante en el procesamiento de farmacos capaz de detoxificar sustancias,
como el alcohol, y excretar farmacos (Fox, 2013).

21 METABOLISMO DE FARMACOS

El citocromo P450 se trata de una familia hemoproteinas, involucradas en el
metabolismo de farmacos a través de reacciones enzimaticas, que desempefia un papel
clave en la desintoxicacion y la toxificaciéon (Testa y Clement, 2015), a través de reacciones
de oxidacion, reduccién e hidrdlisis, entre otras, para generar compuestos que puedan ser
excretados con mayor facilidad (Olsen et al., 2015). Este sistema enzimatico esta presente
en mamiferos, siendo el higado el tejido més importante donde el citocromo P450 es
extremadamente activo, localizado en la membrana del reticulo endoplasmaético liso y en la
membrana interna mitocondrial, donde desempefian funciones biosintéticas de compuestos
enddgenos y de biotransformacion de xenobibticos (Rodriguez y Rodeiro, 2014).

Las reacciones de biotransformacion de xenobidticos se han agrupado en dos
fases, fase | y Il. En la fase | los xenobibticos son transformados mediante reacciones de
oxidacion, reduccion o hidrdlisis, y convertidos en productos mas hidrosolubles a causa de
la formacion de nuevos grupos funcionales polares (carboxilo, hidroxilo, amino) (Rodriguez
y Rodeiro, 2014). En la fase I, los farmacos o metabolitos de las vias de la fase | se
conjugan enzimaticamente con un compuesto enddgeno hidréfilo con la ayuda de enzimas

transferasas, con moléculas endégenas de caracter polar (acido glucuronico, sulfatos,
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acetatos, glutation o algunos aminoacidos) para combinarlos mediante reacciones de
glucuronoconjugacion, sulfonacion y acetilacion. El objetivo final de esta fase es aumentar
la solubilidad en agua de los compuestos y facilitar su excrecion a través de la orina o la
bilis (Almazroo et al., 2017). Sin embargo, se ha encontrado que estas reacciones asi como
determinados conjugados de glutation reducido (GSH) desempefian un papel importante
en la toxificacion, debido a la generacion de metabolitos téxicos o reactivos capaces de
inducir toxicidad, y con un impacto considerable para generar de una lesion hepatica (Testa
etal.,, 2012).

31 HEPATOTOXICIDAD Y LESION HEPATICA INDUCIDA POR FARMACOS

El higado es altamente susceptible a efectos adversos de los xenobibticos a causa
de su particular vulnerabilidad, debido a su papel activo en el metabolismo y excrecion de
los medicamentos (Hanari-Quispe et al., 2015). La hepatotoxicidad resulta de la toxicidad
directa de los compuestos primarios, sus metabolitos reactivos o de la respuesta inmune
que afecta a los hepatocitos, células epiteliales biliares, y/o vasculatura hepatica (Tolosa
et al.,, 2018) y es el resultado de la toxicidad directa del farmaco, relacionada con la dosis
(Dara et al., 2016).

Los hepatocitos estan constituidos por abundantes mitocondrias, reconocidas
como mediadoras criticas en la hepatotoxicidad inducida por farmacos, proceso en el cual
una gran cantidad de funciones mitocondriales se ven afectadas (Ramachandran et al.,
2018). La toxicidad se puede estimar como reducciones en la viabilidad celular, también
como alteraciones en varios parametros indicativos de dafio celular mediante diferentes
mecanismos como disfuncidbn mitocondrial, estrés oxidativo o acumulacién de lipidos
(Tolosa et al., 2019).

Segun la duracién de la lesion y la ubicacion histolégica del dafo, se clasifica como
aguda o cronica, y ya sea como hepatitis, colestasica o como un patron mixto de lesion
(David y Hamilton, 2010).

El diagnostico de lesion hepatica se basa en gran medida con el historial de un
farmaco conocido de causar esta patologia, asi como la exclusién de otras posibles
causas de lesion hepatica (Navarro et al., 2017). Sin embargo, se asocia con un aumento
en los niveles de enzimas hepaticas y bilirrubina. El patron de estas anomalias puede
ser hepatocelular, colestasico o mixto. El patron hepatocelular se caracteriza por niveles
elevados de alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST), que
refleja la destruccion de los hepatocitos (David y Hamilton, 2010). En cuanto a la histologia
hepatica es bastante comUn mostrar una colestasis blanda y canalicular con escasa
necrosis e inflamacion de hepatocitos (Hu et al., 2016).-
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3.1 Hepatotoxicidad inducida por tetracloruro de carbono (CCl))

Eltetracloruro de carbono (CCl,) es una hepatotoxica comin que se usa ampliamente
para inducir lesiones hepaticas asociadas a estrés oxidativo in vivo o in vitro, asi como para
evaluar las propiedades protectoras de los ingredientes activos de plantas (Ma et al., 2014).

Se trata de un hidrocarburo clorado, incoloro, volatil y muy estable, utilizado como
refrigerante, agente de limpieza en seco y como disolvente para aceites y grasas. La
inhalacion de sus vapores puede deprimir la actividad del sistema nervioso central y causar
la degeneracion del higado y los rifiones. Asi mismo, es un carcindbgeno humano basado en
la evidencia de carcinogenicidad en animales de experimentacion (NCI Thesaurus, 2019).

El CCl, produce una intoxicacion aguda en humanos, por ingestion o inhalacion.
Datos experimentales mencionan que soélo alrededor del 1% del CCI, incorporado es
responsable de producir una la lesién hepatica, debido a que es metabolizado en el higado
por el citocromo P450 2E1, en donde se producen radicales toxicos (Teschke, 2018).
Los radicales triclorometilo (CCl,*), derivados del metabolismo del CCl,, pueden iniciar
el estrés oxidativo que resulta en hepatotoxicidad, asimismo, estos radicales se pueden
biotransformar en triclorometil peroxi (CCI,00%), un oxidante fuerte (Tseng et al., 2018),
que atacan las estructuras celulares, incluidas las proteinas y fosfolipidos, lo que conduce
a la apoptosis y necrosis celular (Teschke, 2018), este proceso de ilustra en la figura 1.
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Figura 1. Hepatotoxicidad causada por CCl, Modificado de Zhu et al., 2019.
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En los Ultimos afnos, investigadores como Jia, et al., 2014 y Zeng et al., 2017 han
evaluado el dafio hepatico causado por CCl, en distintos modelos experimentales, a través
de marcadores apoptéticos, inflamatorios y parametros de estrés oxidativos, asi como la
evaluaciéon de biomarcadores séricos. Como se observa en la tabla 1, diferentes estudios
coinciden en la observacion de un incremento de los niveles de caspasa-3, caspasa-9,
Bax, factor de necrosis alfa (TNF-a), interleucina-6 (IL-6), factor nuclear kB (NF-kB),
malondialdehido (MDA), AST, ALT y fosfatasa alcalina (ALP), asi como una disminucion
en los niveles de expresion de las proteinas Bcl-2, glutatiéon (GSH) , superdxido dismutasa
(SOD), catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GSH-Px).

odelo arcadores arametros de erfi .
Model M d Marcgg ores P d P ,ﬂ Referencia
experimental | apoptoéticos inflamacién estrés oxidativo | bioquimico
Disminucion de Aumento de
Ratas | o | e GSH, SOD y CAT | AST, ALTy (Za‘jaszrg)%%)et
Aumento de MDA | ALP ”
Aumento de Disminucion de
, caspasa-3, Aumento de | SOD, GSH-Px, Aumento de (Jia et al.,
Carpacomin | Ccoaca-8y | TLR4 CATy GSH ALT y AST 2014)
caspasa-9 Aumento de MDA
Disminucion de Aumento
T T CAT, SOD, GSHy | de ALT, (Oriakhi et al.,
GSH-Px AST, ALPy 2018)
Aumento de MDA | bilirrubina
?:S”;‘:I’S‘;‘fge Disminucién
Ratas Bax,CytC, | e | Aumentode | (zhu etal,
caspasa-3 GSHPx Y | ALTyAST 2019)
?ésgéﬂléc'on Aumento de MDA
Disminucion de
Ratas |  eceeeeee %L\Jlrp_eantﬁfg | GSH Aumento de | (Fathy et al.,
NFKB Y| Aumento de MDA | ALT Y AST 2019)
y NO
Aumento de T
Caspasa-3 Incremento gés{g;nﬁf,gg s
Ratones y Bax de TNF-q, de SOD. CAT Aumento de (Zeng et al.,
Disminucion IL1B, IL-6y GSH-Px’y GSIYI ALT Y AST 2017)
de Bel-2 NFkB Aumento de MDA

Bcl-2 asociado a proteina X (Bax), factor de necrosis alfa (TNF-a), glutation (GSH), superoxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GSH-Px), malondialdehido (MDA), aspartato
amino transferasa (AST), alanino amino transferasa (ALT), fosfatasa alcalina (ALP), receptor 4 tipo Toll
(TLR4), factor nuclear kB (NF-kB), interleucina 6 (IL-6), linfoma de células B2 (Bcl-2), citocromo C (Cyt
C) y 6xido nitrico (NO).

Tabla1. Efecto del CCl, en diferentes modelos experimentales.
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41 PRODUCCION DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

El estrés oxidativo es un estado en el cual las defensas y antioxidantes celulares son
insuficientes para inactivar completamente las sustancias oxidantes generadas, debido a
una produccién excesiva de especies reactivas del oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés)
y especies reactivas de nitrogeno (RNS por sus siglas en inglés), lo que ocasiona dafio a las
proteinas, acidos nucleicos, los lipidos insaturados, comprometiendo la salud y viabilidad
celular, originando una gran variedad de respuestas celulares que puede conducir a la
muerte celular por necrosis o apoptosis (Souki et al., 2015). Se cree que contribuye al
desarrollo de varias enfermedades, incluido el cancer (Alexandre et al., 2017).

Existen mdltiples fuentes celulares de generacion de ROS, pero las mas significativas
son los complejos mitocondriales de transporte de electrones | y lll, las enzimas P450
dentro del reticulo endoplasmico. Sin embargo, estos intermedios reactivos interactian
con otras moléculas para formar ROS secundarias, como productos de peroxidacion de
lipidos, peroxinitrito y &cido sulfénico y disulfuros, estos procesos se ilustran en la figura
2 (Singal et al., 2011). Ademas, otras circunstancias que pueden producir dafio oxidativo
grave se encuentran las infecciones, los procesos inflamatorios, determinadas anomalias
metabdlicas, el consumo excesivo de ciertos farmacos, la exposicion a una radiacion
intensa, o el contacto frecuente con determinados contaminantes ambientales (McKee y
McKee, 2013).
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Figura 2. Efecto reactivo de las especies de oxigeno y nitrdgeno. A la izquierda, la figura, representa
esquematicamente las principales fuentes de produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y
de especies reactivas de nitrogeno (RNS) en el higado. Los productos inmediatos de estas fuentes, el
superoxido y el 6xido nitrico, se someten a una serie de reducciones e interacciones posteriores que
conducen a la peroxidacion de lipidos, la formacion de disulfuros que desencadenan varios eventos
singulares y la reduccién de la respiracion mitocondrial con un aumento adicional en la produccion de
ROS mitocondrial. Los compuestos antioxidantes, pueden actuar como eliminadores de radicales libres
que inhiben la progresién de estas vias (Singal et al., 2011).
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Los antioxidantes son aquellas moléculas que participan en la eliminacion de estas
especies reactivas, que causan estrés oxidativo, y actian como eliminadores de radicales
libres y pueden prevenir reacciones oxidativas, que conducen a diversas enfermedades.
Los antioxidantes enddgenos producidos por el organismo incluyen enzimas antioxidantes
tales como catalasa, superoxido dismutasa, glutation peroxidasa y glutatiébn reducido
(GSH) (Sarangarajan et al., 2017). Estas enzimas antioxidantes son proteinas involucradas
en la transformacion catalitica de especies reactivas de oxigeno y sus subproductos en
moléculas no toxicas (Schwab, 2017).

Los antioxidantes exdgenos ingeridos por la dieta abarcan diferentes clases de
compuestos que pueden interferir con ciclos oxidativos para inhibir o retardar el dafio
oxidativo de las biomoléculas. Dentro de estos, las principales clases de componentes con
actividad antioxidante son: vitaminas (vitamina C y vitamina E), carotenoides (carotenos y
xantofilas) y polifenoles (flavonoides, acidos polifendlicos, lignanos y estilbenos) (Oroian y
Escriche, 2015).

51 ETNOBOTANICA Y EL POTENCIAL HEPATOPROTECTOR

La etnobotanica se denomina como la disciplina cientifica de la interaccion del
hombre con las plantas, la cual incluye el estudio de la dinamica de los ecosistemas e
involucra componentes naturales y sociales (Carrefo-Hidalgo, 2016). El conocimiento
tradicional que se conoce, es el resultado de innumerables observaciones y experimentos
empiricos de generaciones que observaron a la naturaleza, registraban y transmitian sus
conocimientos a nuevas generaciones, a través de sus estelas, cddices o a través de las
ensenanzas verbales (Gémez-Pompa, 1993).

Las plantas medicinales, especialmente aquellas con uso tradicional, siempre han
sido consideradas como una fuente rica de nuevos medicamentos efectivos (Shehab et al.,
2015), es un hecho que una cuarta parte de todas las recetas médicas son formulaciones
basadas en sustancias derivadas de plantas o analogos sintéticos derivados de plantas
(Gurib-Fakim, 2006).

El consumo de plantas medicinales y tradicionales en la proteccion del higado de
efectos nocivos de las hepatotoxinas, que el hombre ingiere para contrarrestar alteraciones
en los mecanismos de defensa antirradicalarios, son agentes llamados hepatoprotectores
(Selema y Martinez, 1999). Los hepatoprotectores ocupan un lugar clave en el tratamiento
de practicamente todas las demas enfermedades hepaticas, pues ayudan a restaurar sus
funciones y a normalizar o mejorar la actividad enzimatica de las células hepaticas debido
a sus propiedades antioxidantes (Karamalakova et al., 2019).

Los antioxidantes derivados de plantas, desde el punto de vista fitoquimico pueden
ser taninos, lignanos, estilbenos, cumarinas, quinonas, xantonas, acidos fendlicos,

flavonoides, flavonolones, catequinas, antocianinas y proantocianinas, las cuales debido
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a sus propiedades quimicas redox pueden actuar como donadores de hidrégeno y de esta
manera prevenir o retrasar el desarrollo de enfermedades degenerativas (Robards et al.,
1999).

Los compuestos fendlicos constituyen uno de los grupos de metabolitos secundarios
de las plantas mas numerosos y distribuidos de forma ubicua, estando presentes en las
hojas, semillas, corteza y flores de las plantas (Pereira et al., 2016), y van desde compuestos
de anillos aromaticos simples y de bajo peso molecular simple, hasta los taninos complejos
grandes y polifenoles derivados (Oroian y Escriche, 2015). Lo compuestos fendlicos
simples son los acidos fendlicos, fenilpropanoides, flavonoides, y los compuestos altamente
polimerizados incluyen ligninas, lignanos, melaninas, taninos (Pereira et al., 2016). Sus
propiedades antioxidantes justifican muchos de sus efectos beneficiosos que les permiten
participar en distintas reacciones metabdlicas celulares de Oxido-reduccion (Valencia-
Avilés et al., 2017).

Los taninos de acuerdo a su estructura, pueden dividirse ampliamente en dos clases,
denominadas taninos hidrolizables y taninos condensados (Oroian y Escriche, 2015). Los
taninos hidrolizables se han caracterizado por tener una propiedad antioxidante (Figueroa,
et al., 2015).

Desde 1999 se conocia que los flavonoides ocupaban un lugar sobresaliente por
sus reconocidas propiedades antioxidantes y su uso como hepatoprotectores (Selema y
Martinez, 1999), pues se cree que estos son buenos secuestradores de radicales libres
(Sindhi et al., 2013). Estos flavonoides constituyen un grupo extenso de metabolitos
secundarios ampliamente distribuidos y comunes en todo el reino vegetal que se pueden
presentar tanto libres como conjugados con azUcares (Selema y Martinez, 1999).

Para el 2014 Torres-Gonzéalez y colaborares, reportaron que en México existia un
namero reducido de plantas evaluadas para la actividad hepatoprotectora, en modelos
celulares y animales, con el objetivo de estudiar diversos extractos de plantas en el
desarrollo de nuevos fitofarmacos.

Actualmente existen en el mercado medicamentos con actividad hepatoprotectora
registrados como Simarin plus®, compuesto por Silimarina. La silimarina es el extracto
obtenido de Silybum marianum, o cardo mariano, y consta de siete flavonoglignanos
(silibinina, isosilibinina, siliquistina, isosilistristina y silidianina) y un flavonoide (taxifolina).
Entre estas sustancias, la silibinina prevalece principalmente y tiene el efecto biol6gico mas
importante. Su accion se manifiesta en la modulacion de la inflamacion y la apoptosis, pues
se ha demostrado que la silimarina tiene un efecto que permite su uso en todas las causas
mas frecuentes de dafio hepatico (Federico et al., 2017).

Estudios en animales, ha demostrado que el pretratamiento con silimarina aumenta
significativamente su estado antioxidante con aumentos significativos en las actividades de
CAT y GSH hepatico (Oriakhi et al., 2018), este Ultimo a través de sus efectos directos sobre

el metabolismo de los aminoacidos de azufre en el higado, consistente con la reduccion de
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la peroxidacion lipidica en el higado (kwon, 2013), asi como la inhibicién en la produccion
de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interferbn gamma, como consecuencia del
bloqueo de la activacion del factor nuclear hepatico kappa B (NF-B) (Li, 2012), ademas de
brinda una proteccién en niveles de AST, ALT, y ALP, con reduccién del efecto téxico del
dano hepatico (Oriakhi et al., 2018).

61 GENERO MIMOSA

El género Mimosa pertenece a la familia Fabacea, subfamilia Mimosoideae, y
se ubica en la tribu Mimoseae. Por el nUmero de especies, Mimosa es el género mas
importante de las Mimosoideae en México. Presentan diversas formas biologicas, entre
las que predominan, arbustos erectos y arboles. Son utilizadas como combustible (lefia
o carbdn), comestible, forraje para ganado caprino y ovino, material para construccion,
medicinal, melifera, ornamental, peleteria y como implemento agricola (Camargo, 2001).

Como resultado de la revision taxon6mica del género, en Guerrero se registran 44
especies con 23 variedades y dos subespecies de Mimosa, colocando al Estado en el
segundo lugar en diversidad de especies, después de Oaxaca (Lopez, 2018).

6.2 Mimosa lacerata

Comunmente conocida como iacalhuixtle, mezquite, tecolhuistle, ufia de gato
(Camargo et al., 2001), sierrecilla, garabato (Mendoza-Sabino, 2016), facalhuixtle, hizache,
huizpantle y mezquite ufia de gato (Lopez, 2018).

Usualmente es un arbusto erecto de dos a cuatro metros de alto, ramificado, de tallos
lisos y asperos con espinas grises o blanquecinas. Las hojas son pequefas y divididas en
hojas mas pequefias que dan la apariencia de plumas. Los frutos son vainas de color rojo-
vino o café obscuro, que pueden estar solas o agrupadas, poco alargadas de 3 a 6 cm,
aplanadas con las puntas redondeadas. El exterior de los frutos estas parecen tener picos
en forma de sierras, con semillas en forma de rifdn de color ladrillo como se observa en la
figura 3 (Mendoza-Sabino, 2016).

Su habitat se encuentra en lugares humedos, bosque mixto o de pino. En México
se encuentra ubicada en el estado de Oaxaca, Puebla, Chiapas, Veracruz, Michoacan
(Mendoza-Sabino, 2016), Hidalgo, Jalisco, Morelos, Querétaro, Tlaxcala y parte de los
estados de Guerrero. Crece en suelos pedregosos, someros, derivado de rocas calizas,
que florece vy fructifica de febrero a diciembre con produccion de frutos inmediatamente
después de la floracion, considerada una especie endémica en México (Lopez, 2018).

En el 2001 M. lacerata se enlista dentro de una de las especies mas utiles del
género Mimosa en México, utilizada como fuente de combustible, forraje y planta medicinal
en padecimientos como traumatismos de la piel, erupciones en la boca y fuegos (Camargo
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et al., 2001). Asi mismo, para el 2016 se reporta el uso de la corteza de esta planta
como tratamiento en infecciones gastrointestinales y dolores estomacales, asi como una
actividad antimicrobiana para Shigella dysenteriae (Mendoza-Sabino, 2016), Avibacterium
paragallinarumy Pasteurella multocida como agentes causales en infecciones respiratorias
en pollos (Mayo et al, 2018).

Taxonomia:

Reino: Plantae

Divisiéon: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Fabales

Familia: Fabaceae

Género: Mimosa

Especie: lacerata

Nombre cientifico: M. lacerata

Categoria: plantas ornamentales

Figura 3. Mimosa lacerata. A la derecha se observan frutos secos, y a la izquierda se observa un
arbusto erecto de dos a cuatro metros de alto, muy ramificados de tallos lisos y dsperos (Mendoza-
Sabino.,2016).

6.1.1 Fitoquimica

Mendoza-Sabino en el 2016, realiza el primer estudio fitoquimico de Mimosa
lacerata, en donde se encontr6 la presencia de flavonoides, triterpenos y taninos. Asi
mismo, destaca la presencia de una actividad antioxidante aproximadamente del 78%,
capaz de neutralizar radicales libres, ademas de una alta actividad antibacteriana como
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extracto crudo a diferentes concentraciones.

Por todo lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar in vitro la actividad
antioxidante de las fracciones de Mimosa lacerata en el papel hepatoprotector ante la
induccion de dafio hepatico con CCl,

MATERIAL Y METODOS

Recoleccion de muestras

Los ejemplares de la planta, fueron facilitados por el laboratorio de Produccion
Integral de Alimentos de la Facultad Académica de Ciencias Quimico Biologicas, de la
Universidad Autbnoma de Guerrero.

Obtencion de los extractos

Se pesaron 30 g de muestra macerada de M. lacerata, para su posterior extraccion
solido-liquido (maceracion secuencial) con el equipo Soxhlet (Anexo 1), utilizando
como disolventes: metanol (MeOH) y acetato de etilochexano (AcOEt:Hexano) (50:50).
Posteriormente, se retir6 el disolvente en un rotavapor a 80 rpm a una temperatura de 35°C
para la obtencion de los extractos (Anexo 2), que fueron depositados en recipientes de
cristal para secarlos a temperatura ambiente.

Hidrdlisis acida

Para la obtencion de flavonoides libres se realiz6 la prueba de hidrdlisis acida segun
la metodologia descrita por Vargas y colaboradores en el 2006 (Anexo 3). A 3 g de extracto
metanolico, se adiciond 300 mL de HCI 1.2 M en metanol acuoso al 50% durante 2 h a 98
°C en reflujo.

Cromatografia en columna (CC)

La metodologia a seguir se realizé de acuerdo a una modificacion de lo descrito
por Revathy, et al, 2011. Para la muestra hidrolizada y extracto metandlico se mont6 una
columna de 46 x 2 empacada con 8 g de gel de silice y 1 g muestra. Se eluy6 de acuerdo
a una polaridad creciente: a) metanol, b) AcOEt:hexano (50:50). A todas las fracciones
recogidas se eliminé el solvente organico mediante un evaporador rotatorio. El contenido
total recogido se analiz6 por cromatografia en capa fina.

Cromatografia en capa fina (CCF)

Las muestras obtenidas del rotavapor se analizaron por cromatografia en capa fina
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(CCF) (Anexo 4) en la fase estacionaria de gel de silice 60. Los sistemas de elucidacion
utilizadas fueron metanol:diclorometano (7:3) y acetato de etilo: acido acético: acido férmico:
agua (25:1:1:2). Se utiliz6 al radical 2.2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH) como revelador de
actividad antioxidante, ademas de reveladores como el cloruro de aluminio (AICL,), cloruro
férrico (FeCl,), dragendorff y vainillina, para evidenciar flavonoides, fenoles, alcaloides y
terpenos respectivamente.

La lectura de las placas se llevo a cabo en una lampara de UV a 340nm (Anexo 4).

Identificaciéon por espectrometria de resonancia magnética nuclear (RMN)

Como apoyo al analisis fitoquimico se realizd una técnica de espectroscopia de
RMN. Para esto fueron pesados 30 mg del extracto metandlico y enviado a la Universidad
Tecnolégica de la Mixteca, Huajuapan de Ledn, Oaxaca para su procesamiento. Los
espectros de protones de H-1 y C-13 del extracto metanodlico fueron tomados en un
espectrometro Bruker de 400 MHz Avance lll, empleando como disolvente metanol
deuterado (CD,OD). Los datos se procesaron en el software Topspin 4.0.6.

Actividad antioxidante por la técnica del radical 2.2-difenil-1-picril-hidrazilo
(DPPH) en microplaca

Para determinar la concentracion efectiva 50 (CE,;) de los extractos y fracciones
capaces de reducir el 50% de radicales DPPH, se realizd una técnica a microescala segun
lo descrito por Granados-Guzman en 2017, por medio de espectrofotometria UV-Vis a una
longitud de onda de 517 nm en placas de 96 pozos.

Para esto, se prepararon soluciones de los extractos y fracciones a una concentracion
de 1 mg mL" en etanol (EtOH). De esta solucion se tom6 0.1 mL y se adiciond en un pozo
con 0.1 mL de EtOH; a partir de esta solucion se realiz6é una serie de diluciones seriadas
(factor 1:2) por 11 pozos mas. A cada uno de los pozos se les agregd 0.1 mL de DPPH (280
uM) y se dejé reposar por 15 min en obscuridad, para su posterior lectura en el lector de
placas Multiskan FC (Thermo Scientific).

Se utilizé una solucion de quercetina 1 mg mL" como control positivo y etanol como
control negativo.

Para determinar la CE,, se calculd la capacidad reductora de los extractos. La
capacidad reductora se determind por medio del porcentaje de reduccion mediante la

siguiente ecuacion:

% de reduccis absorbancia del control negativo — (absorsbancia de la muestra) 100
e reduccion: X
0 absorbancia del control negativo
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Los porcentajes de reduccion se graficaron versus la concentracion del extracto
en cada pozo; del grafico generado se calculd la ecuacion de la recta y se determiné la
concentracion del extracto necesaria para obtener un 50% de reduccion.

El extracto o fraccion que present6 mejor actividad antioxidante fue seleccionada

para realizar el ensayo in vitro.

Cultivo celular

La conservaciéon de la linea celular se realiz6 segun la metodologia descrita por
Delgado, 2013.

Para la obtencion de la alicuota de la linea celular HepG2, fueron distribuidos en
varios frascos de cultivo con medio de cultivo DMEM Advanced con 10% de suero fetal
bovino (SFB), 1% de antibi6ticos (penicilina y estreptomicina) y 1% de LGlutamina; una
vez obtenida una confluencia del 70-80% se retir6 el medio con ayuda una bomba de
aspiracion. Posteriormente, se lavaron las células dos veces con buffer de fosfatos en
solucion salina (PBS); enseguida agregar 1 mL de tripsina y se incubaron por 5 min a 37°C
con 5% de CO,,.

Pasado 5 minutos se adicioné 6 mL de medio de cultivo DMEM con SFB al 10% para
neutralizar la tripsina; dicha solucion se colecté en un tubo Falcon de 15 mL y se centrifugd
durante 5 min a 2000 rpm y a 25 °C de temperatura.

Una vez centrifugado se decant6 el sobrenadante y se resuspendi6 el sedimento en
4 mL de medio de cultivo.

Para el conteo de células viables se realizd una dilucion 1:10 de la suspension
celular; en un tubo eppendorf se agreg6é 20 uL de la suspension celular a una mezcla de
170 pL de medio y 10 pL de azul tripano.

Se tom6 un volumen indefinido de la dilucion la cual se distribuyé por capilaridad
en una camara de Neubauer. Para el conteo solo se tomaron en cuenta las células vivas
encontradas en los cuadrantes 1, 2, 3 y 4 (figura 4) de la camara que no estuvieran tefiidas
con el colorante.
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Figura 4. Cuadrantes de lectura en la camara de Neubauer.

Para determinar la cantidad de células presentes en un mililitro se utilizé la siguiente
formula:

#células _ total de células
ml 4

(factor de diluciéon)(10*)

Modelo de dafio con CCl,

Segun la metodologia descrita por Delgado 2013, en placas de 6 pozos agregd
1 millbn de células/pozo, a las 12 h de haber agregado las células se retir6 el medio
y se lavaron con PBS. Se agregaron 12 pyL de CCI, para inducir el dafio en un tiempo
determinado de 2 h.

Las soluciones de CCI, se realizaron en PBS con DMSO al 0.05%. Después de
2 h de exposicion de las células con el CCl, se retird el sobrenadante para llevarlo a la
cuantificacion AST.

Modelo hepatoprotector

«  Cuantificacion de la enzima aspartato amino transferasa (AST)

Segun la metodologia descrita por Delgado 2013, en placas de 6 pozos se sembraron
1 millén de células, se incubaron 12 horas a 37°C 5% CO, y a las 12 horas se retir6 el
medio y se lavaron con PBS. Posteriormente se agregaron las soluciones del extracto
metandlico, la fraccion 2 y silimarina disueltos en PBS al 0.1% de DMSO para obtener una
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concentracion final de 100 yg mL". Esto se incub6 durante 1 hora a 37 °C y 5% de CO,,.
Pasado este tiempo se retiré la solucion y se adicion6 CCl,; se dejé actuar por 2 horas en
incubacion, una vez pasado ese tiempo se retir6 el sobrenadante e inmediatamente se
realizd la cuantificacion enzimética de AST.

Analisis estadistico

Todos los datos se presentaron como media + desviacion estandar (DE), utilizando
el programa STATA version 14.0. Se realiz6 un analisis estadistico de varianza (ANOVA)
para determinar diferencia estadistica entre los tratamientos de cada grupo, considerando
un nivel de confianza del 95% y un valor de significancia del p<0.05. Los datos fueron
graficados utilizando el programa GraphPad Prism v.5.

RESULTADOS

Obtencién y purificacion de extractos

Se realiz6 la extraccion sélido liquido a partir de muestra seca, mediante el equipo
Soxhlet, utilizando como solventes, metanol y AcOEt:hexano (50:50). Se obtuvieron dos
extractos, un extracto metandlico (P) y un extracto de AcOEt:hexano (AC) (tabla 2), los
cuales posteriormente fueron sometidas a un sistema de rotaevaporacion para la eliminacion
del solvente restante.

El extracto metandlico fue sometido a una columna de gel de silice y eluida con
metanol, acetato de etilo y hexano, de la cual fueron obtenidas 8 fracciones (fraccion 1, 2,
3,4,5,6,7y 8) (tabla 2).

Del extracto metandlico obtenido fueron tomados 3 g de muestra y llevados a un
proceso de hidrolisis acida y transcurrido 2 horas de reflujo se obtuvo un compuesto llamado
extracto hidrolizado (H), este ultimo, fue sometido a una columna cromatogréfica y eluida
con metanol y acetato de etilo, de la cual finalmente, se colectaron 2 fracciones (tabla 2), la
fraccion metandlica llamada fraccién hidrolizada 1 (Hidrolizado 1) y una fraccidén de acetato
de etilo llamada fraccion hidrolizada 2 (Hidrolizado 2).

Muestra Extraccion Hidrolisis Purificacion
Metanol
-------- Acetato de etilo
Corteza Metanol Hexano
de Mimosa Hidrolisis Metanol
lacerata acida Acetato de etilo

Acetato de etilo: hexano N —

Tabla 2. Proceso de extraccion y purificacion de M. lacerata.
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Cromatografia en capa fina

Se realizé una cromatografia en capa fina de los extractos y fracciones obtenidas
utilizando diferentes reveladores, solventes y sistemas de elucion, donde fue posible
identificar la presencia de alcaloides utilizando dragendorff como revelador, se encontraron
también, compuestos terpenicos utilizando el revelador vainillina, estos dos compuestos
encontrados en el extracto metandlico y el extracto hidrolizado, ademas se pudo observar
un desplazamiento similar de los compuestos de la misma muestra al utilizar el mismo
sistema de elucion con diferentes reveladores.

Asimismo, el cloruro férrico (FeCl,) revel6 la presencia de compuestos fenolicos
para las fracciones 2-7 y el extracto metanolico, mientras que el cloruro de aluminio (AICL,)
permitié la observacion de flavonoides en las fracciones 3 a la 7 y el extracto metandlico.

Por ultimo, se determind presencia de compuestos antioxidantes con el revelador
DPPH, en el cual el cambio a color amarillo indica la reducciéon del radical libre de este
revelador, y donde fue posible observar una mayor actividad antioxidante para las fracciones
2-7 y en el extracto metandlico.

El resultado final del tamizaje fitoquimico se resume en la tabla 3, que muestra la
ausencia de compuestos fendlicos y alcaloides para el caso de la fraccion 1, 8, H1, H2 y
AC; asi como también, una baja actividad antioxidante.

Cabe mencionar, que para las fracciones 2-7 y el extracto metanolico se observo la
interferencia de metabdlicos desconocidos.

Compuesto Alcaloides Terpenos Flavonoides Fenoles DPPH
8 P +++ +++ +++ +++ +++
E AC N N - - +
i H ++ ++ N N N
1 N N - -
2 N N - + ++
3 N N ++ ++ ++
» 4 N N ++ ++ ++
_g 5 N N +++ +++ ++
g 6 N N ++ ++ ++
- 7 N N + + ++
8 N N - - -
H1 N N - - +
H2 N N - - +

Poco (+), regular (++), abundante (+++), negativo (-), prueba no realizada (N) Extracto metanoélico
(P), extracto de acetato de etilo (AC), extracto hidrolizado (H), fraccién hidrolizada 1 (H1), fraccion
hidrolizado 2 (H2).

Tabla 3. Tamizaje fitoquimico para los extractos y fracciones de M. lacerata
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Actividad antioxidante mediante la técnica de DPPH en microplaca

Para confirmar la actividad antioxidante de las muestras se determiné la CE,, para
la cual fue necesario calcular la capacidad reductora del extracto metandlico, las fracciones
1-8, asi como de H1, H2 y AC. Como control positivo se utilizé quercetina y como blanco
etanol (EtOH).

Los porcentajes de reduccion se graficaron versus la concentracion del extracto
en cada pozo del grafico generado, se calculd la ecuacion de la recta y se determin¢ la

concentracion del extracto necesaria para obtener un 50% de reduccion (tabla 4).

MUESTRA CE,,(ug mL")
Quercetina 4.02 +1.29
EXTRACTO METANGLICO 4.58 +2.96
Fraccion 1 9.15 +4.11
Fraccion 2 5.59 +1.85
Fraccion 3 5.62+1.12
Fraccion 4 5.67 +4.96
Fraccion 5 6.64 +1.47
Fraccion 6 25.40+7.75
Fraccion 7 15.43 £6.02
Fraccion 8 92.67 +8.14
Hidrolizado 1 10.57 £+ 7.21
Hidrolizado 2 13.43 +6.82

Tabla 4. Actividad antioxidante de los extractos y fracciones

Los resultados son mostrados como media + SD n=3

Se observo una buena actividad antioxidante para las fracciones las fracciones 1-7,
principalmente para las fracciones 2-5 y en el extracto metandlico; asi como de ambos
compuestos hidrolizados, esto al comparar con la quercetina. El extracto metanolico y
la fraccion 2, fueron seleccionados para su posterior uso en el ensayo in vitro, ya que
presentaron una actividad antioxidante sobresaliente.

Actividad hepatoprotectora

Se evalud la actividad hepatoprotectora del extracto metandlico y la fraccion 2 de
M. lacerata en la linea celular HepG2, a una sola concentracion; como inductor de dafio se
utilizé CCl,y como control positivo de hepatoproteccion se utilizé silimarina.

A una hora del pretratamiento con el extracto metanolico y la fraccion 2, con 100 g
mL, se observé una disminucion significativa (p<0.05) en la actividad enzimética de AST
comparada con el grupo control a dafio. Esta reduccioén, en la actividad de AST, es similar a
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la mostrada en el grupo tratado con silimarina a la misma concentracion, como se muestra

en la figura 5.
150

Ea CCl, 60 mM
E3 silimarina 100 g mL"

o 100 pte B Fraccion 2 100 ) mL’

5 * * * [ Extracto metandlico 100 [Ig

—

= -1

(7)) mL

< 5

0 .
v o 9

Grupo experimental

Figura 5. Efecto hepatoprotector in vitro. Pretratamiento a 1 hora de silimarina (B) fraccion 2 (C) y
el extracto metandlico (D) en células HepG2 con dafio inducido por CCl, a 60 mM. *significativamente
diferente (p<0.05), comparado con el grupo control de dafio (A).

Identificacién por RMN

Para confirmar el tamizaje fitoquimico, el extracto metandlico fue sometido a una
espectrometria por RMN para RMN-1H y RMN-1C. La seleccion del extracto metandlico
para esta prueba fue en base a su actividad antioxidante mostrada por la técnica de DPPH
en microplaca, la cual fue sobresaliente.

En la lectura correspondiente se observaron sefales para carbonos aromaticos
en 115.13 y 129.5 ppm, varias sefiales bases de oxigeno caracteristicas de azucares y
una sefial del carbono 4 del anillo C (CH,) alrededor de 28.99 ppm; ademas, se observan
correlaciones entre el CH, del anillo C (H-4) con un carbono aromatico (C6) C-Ary uno base
de oxigeno (C3), que indica la presencia de compuestos de tipo tanino como se observa
en el espectro de coherencia de enlace multiple heteronuclear (HMCB por sus siglas en
inglés) (figura 6).
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Figura 6. Espectro bidimensional de HMBC. A) molécula elucidada B) sefales de relacion de los
nucleos13-Cy 1-H.

DISCUSION

La hepatotoxicidad de diferentes tipos y origenes constituye un importante problema
de salud publica, por lo que la necesidad de tener nuevos esquemas de tratamiento es
un factor importante para detener el progreso de estas afecciones, tal como el uso de
productos naturales que han demostrado ser una excelente fuente para la obtencion de
compuestos antioxidantes y coadyuvar al tratamiento de estas enfermedades (Nwidu et
al., 2018).

Por esta razén, la fitoterapia ha llevado a la busqueda de alternativas, orientadas a
la proteccion del higado de efectos originados por hepatotoxinas, aumentando el nUmero
de estudios para la evaluacion de extractos herbales en distintos modelos experimentales
(Torres-Gonzalez et al., 2014).

Para este fin la extraccion, purificacion y caracterizacién son pasos muy importantes
en la preparacion de muestras naturales y el estudio de sus propiedades biologicas
(Revathy et al., 2011). En el presente estudio el uso de estas técnicas permiti6 el analisis de
extractos y fracciones de la corteza de M. lacerata a distinta polaridad, donde los extractos
obtenidos a baja polaridad con acetato de etilo y hexano mostraron tener baja capacidad
de reduccion del radical DPPH, es decir una escasa actividad antioxidante (tabla 4); sin
embargo, los compuestos con una alta polaridad obtenidos con metanol, en especial el
extracto metanodlico y la fraccion 2, mostraron tener mejor capacidad de reduccion del
radical DPPH con una CE50 4.58 yg mL" y CE50 5.59 pg mL respectivamente, tomando
como referencia a la quercetina (tabla 4), una clase de flavonoide que tiene la capacidad
de prevenir o retrasar condiciones que favorecen el estrés oxidativo en la célula, al reducir
los niveles de ROS y MDA (Alia et al., 2006).

En el primer estudio fitoquimico de M. lacerata se identifico la presencia de

compuestos flavonoides, terpenos y taninos obtenidos de la corteza, ademés de observar
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una actividad antimicrobiana y antioxidante (Mendoza-Sabino, 2016; Mayo et al, 2018). En
el presente estudio, se confirmaron compuestos fendélicos y flavonoides, en especial para
el extracto metandlico y la fraccion 5, ambos con una buena actividad antioxidante (tabla 3
y 4). En relacion a esto, se han reportado grandes cantidades de flavonoides provenientes
de la corteza de extractos herbales (Pereira et al., 2016), junto a una buena actividad
antioxidante (Dykes y Rooney, 2007); asi mismo, los compuestos fendlicos como taninos
son obtenidos de extractos herbales y utilizados medicinalmente por su actividad diurética
(Patel, 2011), antiproliferativa (Rolim et al., 2018) antimicrobiana y antioxidante (Maisetta
et al., 2019).

De igual manera se encontraron compuestos terpenicos y alcaloides para el extracto
metandlico, este Ultimo reportado con un gran potencial antioxidante, incluso mas fuerte
que los fenoles (Gan et al., 2017), en cuanto a los terpenos, se ha demostrado que poseen
una actividad protectora hepatica contra la inflamacion, el estrés oxidativo y apoptosis en
una lesion hepatica in vivo (Huang et al., 2019).

La presencia de compuestos fitoquimicos como alcaloides, terpenos, flavonoides y
fenoles encontrados en el extracto metanoélico, ademas de una buena actividad antioxidante,
fue el motivo de su seleccion para realizar el estudio in vitro junto a la fracciéon 2, la cual
de igual manera mostr6é una buena actividad antioxidante, seguida del extracto metandlico
(tabla 4).

Estudios previos realizados por Gonzales et al., 2017, han demostrado que el dafo
hepatico causado por CCI, a 1.5 horas de exposicion en células HepG2 se encuentra
asociado con un aumento significativo de AST, esto debido a la toxicidad de sus compuestos
reactivos o metabolitos (Nwidu et al., 2018), que provocan una disminucion en la integridad
estructural del higado (Liu et al., 2018). Este hecho, puede atribuirse a su localizacién en
el citoplasma y mitocondria, pues un dafio mitocondrial con acumulacion de ROS tiende a
aumentar el nivel de AST, conllevando a una destruccién celular (Hu et al., 2014). Datos
similares fueron obtenidos en este estudio en el grupo control de dafio, donde las células
HepGz2 fueron tratas con CCl, en un tiempo de 2 horas, lo que provoco un incremento en
los niveles de AST, indicativo de un dafo celular hepatico; sin embargo, este dafio fue
disminuido significativamente (p<0.05) con el tratamiento previo de 1 hora con el extracto
metandlico y la fraccion 2 a una concentracion de 100 yg mL™ (figura 5), lo que pudiera
reflejar un efecto protector a la destruccion celular causada por el CCl,. Este efecto puede
atribuirse al alto contenido antioxidante demostrado tanto para el extracto metanolico como
para la fraccion 2, lo que pudiera conferirle una proteccién considerable contra el estrés
oxidativo, pues se ha demostrado que extractos derivados de plantas, que muestran una
buena actividad antioxidante son buenos agentes hepatoprotectores (Torres-Gonzalez et
al., 2011).

Cabe mencionar que, la reduccion significativa de AST entre el extracto metanoélico

y la fraccion 2 fue muy similar, de igual modo con el grupo tratado a 1 hora con silimarina a
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una concentracion de 100 yg mL™, ya que su administracion previa redujo el efecto toxico
del CCl, a 60 mM. Este resultado es similar a lo observado en 2017 por Gonzales et al,
en donde el tratamiento a 150 pyg mL™ con silimarina redujo significativamente una lesion
hepatica causada por CCl, a 40 mM, en la misma linea celular en un tiempo de 1.5 horas. Lo
anterior indica que una concentracion menor de silimarina puede reducir significativamente
un dafio celular causado por CCl, en un menor tiempo, por lo que aumentar la concentracion
del extracto metandlico o la fracciéon 2, asi como el tiempo de exposicion, podria disminuir
ain mas el efecto toxico causado por el CCl, y por consiguiente mantener la integridad
celular del hepatocito. Otros estudios in vivo también han demostrado que la silimarina
protege contra las lesiones causadas por el CCl, (Li, 2012), efecto que se ha atribuido a
su capacidad de eliminacion de radicales libres (Anthony y Saleh, 2013), a la regulacion
de la apoptosis al generar cambios en la proporcién Bax/Bcl-2 y a su papel en el proceso
inflamatorio en la inhibicion de NFkB (Federico et al., 2017).

Debido a la actividad biol6gica demostrada por M. lacerata en el ensayo in vitro,
fue de importancia la elucidacion del compuesto responsable de dicha actividad, para esto
se selecciond al extracto metanoélico para ser sometido a una espectroscopia de RMN de
13-C y 1-H. Gracias a esto fue posible observar la presencia de compuestos aromaticos,
una estructura con una dispersion similar a lo encontrado por Pizzi y Stepahno en 1993
al estudiar el tanino de la corteza de acacia negra (Acacia mearnsii) perteneciente a la
familia Fabaceae, donde se encontraron taninos poliméricos compuestos de unidades
de fisetinidina/robonetidina, denominados polimeros de profisetinidina/prorobinetidina
respectivamente. Lo anterior puede sugerir la presencia de un tipo de polimero condensado
tipo profisetinidina o prorobonetidina en el extracto metanoélico de M. lacerata muy similar al
de A. mearnsii. El extracto crudo de la corteza de acacia negra ha demostrado una fuerte
capacidad de eliminacién de radicales libres por el método DPPH (Shen et al., 2010). Este
efecto ha sido comprobado por Huang y colaboradores en 2010 al analizar un dimero de
prorobonetidina denominada robinetinidol- (48 — 8) -epigalocatequina 3-O-galato (REO),
el cual previene la activacion de caspasa 3, protege contra el dafio oxidativo mitocondrial,
reduce la generacion de ROS y aumenta la produccion de GSH.

La presencia de polimeros de profisetidina o prorobonetidina presentes en el extracto
metandlico podrian jugar un papel importante al contrarrestar el efecto toxico provocado
por el CCl,. Sin embargo, la presencia de metabolitos interferentes observados en el tamiz
fitoquimico del extracto metandlico (tabla 3), podrian bien interferir o estar implicados en
el efecto protector hepatico, considerando que la accién biolégica de una planta a veces
no puede deberse a uno solo de sus principios activos, si no a la interaccion sinérgica de
las moléculas presentes e incluso podrian mostrar una actividad més efectiva en forma de
mezcla que cuando se utilizan de forma individual (Rosales et al., 2017).

Por lo anterior, es de interés seguir investigando la presencia de nuevos metabolitos

presentes en M. lacerata, asi como sus mecanismos especificos de accion.
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CONCLUSIONES

. Fueron obtenidos por elucidacion, dos extractos de alta y mediana polaridad,
ocho fracciones y dos compuestos hidrolizados de la corteza de M. lacerata.

«  El estudio fitoquimico del extracto metanélico de M. lacerata evidencio la pre-
sencia de alcaloides, terpenos, fenoles y flavonoides.

+ Los extractos y fracciones que presentaron una mejor actividad antioxidante
fueron el extracto metanolico (CE,, de 4.58 yg mL") y la fraccion 2 (5.59 g
mL") de M. lacerata.

»  El pretratamiento a 1 hora con el extracto metandlico y la fraccion 2 a 100 g
mL", mostré un efecto protector significativo contra el dafio inducido por CCl, en
la linea celular HepG2 al evaluar la concentracion de AST.
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