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RESUMEN

En vista de la creciente demanda de alimentos que ayuden a la prevencion y tratamiento
de diversas afecciones de la salud, se ha incentivado el desarrollo de productos naturales
a base de hierbas medicinales ricos en compuestos bioactivos con potenciales efectos
terapéuticos. Sin embargo, se sabe que la interacciéon entre los componentes de los
extractos herbales puede tener efectos nocivos sobre la salud humana en la dosis
inadecuada, por lo que es necesario que se realicen estudios toxicoldgicos como requisito
para prevenir la toxicidad y determinar un rango de dosis segura para el consumo humano.
En un estudio previo se desarrollé una bebida funcional (BF) a base de hojas de llex
guayusa, Vernonathura patens y cascarilla de cacao, la cual present6 un alto contenido de
compuestos fendlicos y buena capacidad antioxidante, que podria resultar beneficiosa
para el tratamiento de diversas patologias. Por otro lado, las enfermedades hepaticas son
consideradas como un grave problema de salud a nivel mundial, y con frecuencia son
causadas por el abuso de drogas farmacéuticas, como el paracetamol (PAT), que genera
lesiones en el higado conduciendo a un dafio hepéatico agudo. Cabe mencionar que una
dieta rica en antioxidantes podria ayudar a atenuar los dafios causados por medicamentos
ya gue actlan combatiendo el estrés oxidativo generado en el organismo. Por lo anterior
expuesto, se plante6 como objetivo establecer la toxicidad de la BF y evaluar su efecto
farmacoldgico como hepatoprotector. Para esto se llevo a cabo un ensayo de toxicidad
oral aguda de dos formulaciones (pre-formulado y microencapsulado) de la BF a la dosis
unica de 2000 mg/kg de peso corporal (p.c.) en ratones albinos machos y las evaluaciones
consistieron en el andlisis anatomo e histopatoldgico, control de peso corporal y
observacién de patrones de comportamiento. Para la evaluacion del efecto hepatoprotector
se analiz6 la eficacia terapéutica de las dos formulaciones a 3 dosis de concentracién (250,
500 y 1000 mg/kg), administrados via oral como tratamiento preventivo en ratones
inducidos a lesion hepética con PAT. La eficacia terapéutica se determind mediante el
analisis de los biomarcadores hepaticos, aspartato aminotransferasa (AST) y alanina
aminotransferasa (ALT), y analisis anatomo e histopatolégico. En los resultados del
estudio toxicolégico, no se observaron signos de toxicidad o muerte. Tampoco se
observaron cambios significativos en el peso corporal y de 6rganos, ni cambios
histopatoldgicos en los 6rganos evaluados. Por otro lado, en el estudio hepatoprotector,
los resultados indicaron que el pre-tratamiento con el pre-formulado ayud6 a atenuar de
manera significativa los dafios ocasionados por el PAT en el higado. Se concluyd que la
BF es inocua para la salud humana a la dosis de 2000 mg/kg y ademas presenta potenciales
efectos como protector hepatico.
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ABSTRACT

In view of the growing demand for foods that help prevent and treat various health
conditions, the development of herbal natural products, rich in bioactive compounds with
potential therapeutic effects, has been encouraged. However, it is known that the
interaction between the components of herbal extracts can have harmful effects on human
health when administered in the wrong dose. Thus, it is necessary to carry out toxicological
studies in order to prevent toxicity and determine a safe dose range for human
consumption. In a previous study, a functional beverage (BF) was elaborated from leaves
of llex guayusa, Vernonathura patens and cocoa husk, which presented a high content of
phenolic compounds and good antioxidant capacity that could be beneficial for the
treatment of various pathologies. On the other hand, liver diseases are considered a serious
health problem worldwide, which are often caused by the abuse of pharmaceutical drugs,
such as paracetamol (PAT), known for producing hepatic injury that leads to acute liver
failure. In this context, it is noteworthy that a diet rich in antioxidants could help mitigate
the damage caused by medications as these molecules act by combating the oxidative stress
generated in the human body. Therefore, the aim of this study was to establish the toxicity
of the BF and evaluate its pharmacological effect as a hepatoprotective product. To
accomplish this, an acute oral toxicity test of two formulations (pre-formulated and
microencapsulated) of BF was carried out at a single dose of 2000 mg/kg of body weight
(bw) in male albino mice. The evaluations carried out were: an anatomical and
histopathological analysis, a body weight control and an observation of behavior patterns.
For the evaluation of the hepatoprotective effect, the therapeutic efficacy of the two
formulations was analyzed using 3 concentration doses (250, 500 and 1000 mg/kg),
administered orally as a preventive treatment in mice with PAT-induced liver injury.
Therapeutic efficacy was determined by analysis of liver biomarkers, aspartate
aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT), and the anatomical and
histopathological analysis. The results of the toxicological study showed no signs of
toxicity or death. Also, no significant changes in body and organ weights were observed,
and the organs evaluated had no histopathological changes. Moreover, in the
hepatoprotective study, the results indicated that pre-treatment with the pre-formulated
helped to significantly attenuate the damage caused by PAT in the liver. In summary, the
BF is harmless to human health at a dose of 2000 mg/kg and it present potential effects as
a liver protector.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1.1. Antecedentes y Justificacion

En la actualidad existe una creciente demanda de alimentos que ademas de satisfacer las
necesidades nutricionales de la poblacion, ayuden al tratamiento y la prevencion de
enfermedades de salud (Derkyi et al., 2018; Nystrand & Olsen, 2019). El desarrollo de
alimentos funcionales puede cubrir esta demanda pues contienen elementos naturales con
compuestos bioactivos de potencial actividad farmacoldgica (Segura-Badilla et al., 2020).

Debido a que en Ecuador existe una amplia variedad de plantas con alto valor nutricional
y medicinal (Derkyi et al., 2018), es comun que la medicina herbal sea utilizada como el
primer recurso para el tratamiento de problemas de salud (Caballero-Serrano et al., 2019;
Rosales-Rivadeneira et al., 2017). De hecho, la OMS menciona que, en los paises en
desarrollo el 80% de la poblacion depende de los medicamentos derivados de las plantas
para la atencion de la salud (World Health Organization, 2019). A pesar de que la
medicina ancestral ha sido utilizada durante siglos hasta el dia de hoy (Saleem et al., 2017)
y ademas de ser catalogada como inocua por su uso a largo plazo, esta podria llegar a ser
perjudicial para la salud humana en las dosis incorrectas (Shin et al., 2020). Por este
motivo es necesario que se lleve a cabo estudios toxicoldgicos como un requisito absoluto
para prevenir la toxicidad adversa y determinar un rango de dosis segura para el consumo
(Shin et al., 2020).

Por otra parte, las enfermedades hepéticas son consideradas como un grave problema de
salud publica, las cuales pueden ser inducidas por ciertos factores como los malos habitos
alimenticios, el consumo de bebidas alcohdlicas, el abuso de medicamentos y entre otras
causas (Elufioye & Habtemariam, 2019; Ren et al., 2019). Asi pues, la automedicacion es
considerada una de las causas mas importantes de reacciones adversas y se ha determinado
que en el Ecuador aproximadamente el 55% de la poblacion recurre a la automedicacion
(Orellana-Manzano et al., 2021).



Es conocido que los medicamentos antiinflamatorios no esteroides (AINES) son utilizados
ampliamente como analgésicos y antipiréticos de uso comun (Gonzéalez-Ponce et al.,
2016). EI PAT (N-acetil-p-aminofenol) es un medicamento de venta libre cuyo exceso de
dosis y/o frecuencia de administracion causada por la automedicacion podria causar graves
lesiones hepaticas. A dosis terapéutica, PAT se metaboliza a la especie reactiva N-acetil-
p-benzoquinonaimina (NAPQI) que es transformada en un compuesto inofensivo por
enzimas del organismo como el glutation (GSH) (Jin et al., 2021). Cuando existe una
sobredosis de PAT se genera un desequilibrio donde el NAPQI supera el nivel de GSH y
se une a proteinas mitocondriales de los hepatocitos, causando estrés oxidativo que resulta
en dafio de ADN mitocondrial, dafio de la integridad de la membrana, fragmentacion del
ADN y muerte celular (Chen et al., 2020).

Ahora bien, se conoce que una dieta rica en antioxidantes puede ayudar a prevenir dafios
del higado causado por medicamentos, puesto que estos agentes actdan inactivando las
ROS del proceso oxidativo generado en el organismo y reforzando el sistema
inmunoldgico (Sangronis et al., 2014). En particular, la silimarina es un farmaco conocido
como hepatoprotector pues gracias a su combinacion de compuestos fenolicos ayuda al
tratamiento eficaz de las enfermedades hepaticas (Dogaru et al., 2020). Pero debido a la
escasez de farmacos hepatoprotectores, se han llevado a cabo numerosos estudios para
evaluar la eficacia farmacol6gica de productos naturales como otras alternativas
terapéuticas para el cuidado del higado (Kalantari et al., 2019; Lee et al., 2018).

En un estudio previo, nuestro grupo de investigacion desarroll6 la férmula de una BF a
base de extracto acuoso de hojas I. guayusa, Vernonanthura patens, y cascarilla de cacao
(11591SECRETOCIBE), la cual presento altas cantidades de compuestos fendlicos como
los acidos clorogenicos, la quercetina y el acido cafeico con buena capacidad antioxidante.
Ademas, se report6 un alto contenido de alcaloides como la cafeina y la teobromina. Estos
hallazgos le otorgaron potenciales beneficios para la salud humana, por ejemplo, la
prevencion de enfermedades asociadas al sindrome metabdlico (Quijano-Avilés, 2019).



La guayusa (llex guayusa) es una planta cuyas hojas suelen ser consumidas como una
infusién por su propiedades energéticas y beneficios curativos (Arteaga-Crespo et al.,
2020) en las cuales se han identificado compuestos fenolicos como los acidos clorogénicos
y quercetina; y alcaloides como la cafeina y la teobromina, y juntos, estos metabolitos
proporcionan actividades antioxidantes, antiinflamatorias y estimulantes (Manzano
Santana et al., 2018; Gan et al., 2018). Por otro lado, en las hojas del laritaco
(Vernonanthura patens) se han encontrado compuestos fendlicos y triterpenoides
pentaciclicos, y la decoccion de las hojas es consumida tradicionalmente como
antipirético, antiinflamatorio y para el tratamiento del cancer y la leishmaniasis (Choez-
Guaranda et al., 2018; Chéez-Guaranda et al., 2019; Manzano et al., 2015). En cuanto a
la cascarilla de cacao (Theobroma cacao), esta presenta un alto valor nutricional, y es rica
en compuestos fenolicos y alcaloides, como teobromina y cafeina, que le aportan
propiedades antioxidantes y estimulantes (Rojo-Poveda et al., 2020). Ademas, se ha
demostrado que el cacao posee propiedades hepatoprotectoras (Aidoo et al., 2012).

Por ultimo, es conveniente acotar que mediante el consumo de la combinacién de estos
productos vegetales (guayusa, laritaco y cacao) en forma de una infusion, se puede lograr
potenciar sus propiedades y obtener mayores beneficios terapéuticos. Por lo tanto, para
descartar la posible toxicidad adversa de esta BF es necesario que se lleven a cabo estudios
que demuestren su inocuidad para la salud humana y ademas resulta de interés evaluar su
beneficio terapéutico como protector hepatico mediante ensayos farmacolégicos in vivo.



1.2.  Objetivo General

Evaluar la toxicidad oral aguda y el efecto hepatoprotector de una bebida funcional a base
de hojas de llex guayusa, Vernonanthura patens y cascarilla de cacao mediante ensayos
in vivo.

1.3. Objetivos Especificos

Establecer la toxicidad oral aguda de la bebida funcional mediante el método de la dosis
fija No. 420 (OCDE) en ratones experimentales.

Analizar el efecto hepatoprotector de la bebida funcional mediante el modelo de induccién
a dafio hepatico con paracetamol en ratones experimentales.



CAPITULO 2

MARCO TEORICO

2.1.  llex guayusa (Loes)

Ilex guayusa es un arbol nativo de la Amazonia que pertenece a la familia Aquifoliaceae
(Manzano Santana et al., 2018) y se encuentra distribuida en las regiones tropicales y
subtropicales del continente americano (Radice et al., 2017). En Ecuador, se puede
encontrar en las provincias de Sucumbios, Napo, Pastaza, Morona Santiago, Zamora
Chinchipe y Pichincha (Manzano Santana et al., 2018). En el extracto acuoso de sus hojas
se han reportado metabolitos secundarios como triterpenoides pentaciclicos, xantinas,
flavonoides, compuestos fendlicos y alcaloides. Ademas, presenta un alto contenido de
polifenoles como el acido clorogénico, catequina, epicatequinas y quercetina-3-O-hexosa
con actividad antioxidante y antiinflamatoria (Gan et al., 2018). También, contiene
cafeina y teobromina, con propiedades estimulantes y antioxidantes (Manzano Santana et
al., 2018). En la medicina etnobotanica es conocida por su capacidad estimulante por lo
cual es utilizada por las etnias indigenas en los rituales (Gan et al., 2018).

Por otro lado, es empleado como diurético, digestivo, antigripal, hipoglucemiante y
desinflamante. También se usa para el tratamiento del asma y expectorante (Choez-
Guaranda et al., 2021). Otros atributos medicinales incluyen en ayudar a la cicatrizacion
y para tratar el reumatismo. Igualmente, ayuda a combatir la obesidad, regular la presion
arterial y como hipoglucemiante (Gan et al., 2018).

2.2.  Vernonanthura patens (Kunth) H. Rob.

Vernonanthura patens es un arbusto originario de Sudamérica y México, que pertenece a
la familia Asteraceae y se encuentra distribuida en bosques secos y humedos (Manzano
Santana et al., 2013). En Ecuador es conocido comunmente como laritaco y crece de
manera silvestre en algunas provincias como El Oro, Loja, Los Rios, Manabi y Guayas
(Choez-Guaranda, 2018; Manzano et al., 2014). Se encuentra compuesto quimicamente de
triterpenoides pentaciclicos como el lupeol y epilupeol que han demostrado actividad



antifungica contra Fusarium oxysporum y Penicillium notatum, y compuestos fendlicos
como el &cido cafeico (Chbéez-Guaranda et al., 2018; Chdez-Guaranda et al., 2021;
Manzano et al., 2013; Manzano et al., 2014).

En la medicina tradicional es utilizada la decoccidon de sus hojas como un efectivo
cicatrizante, antiinflamatorio, analgésico, antimicotico, anticancerigeno, y para el alivio
del malestar estomacal (Apolo Arévalo & Rodriguez Saldafia, 2021; Manzano Santana et
al., 2013). Ademas, se ha reportado que el extracto acuoso de sus hojas presenta actividad
antimalarica eficaz contra el Plasmodium falciparum, y ayuda a combatir la leishmaniasis
(Manzano Santana et al., 2013).

2.3.  Theobroma cacao L.

El cacao (familia: Malvaceae) es un arbol nativo de las regiones tropicales y subtropicales
de América (Magistrelli et al., 2012; Martinez-Angel et al., 2015), cuyo fruto es muy
utilizado en la industria para la obtencion del chocolate y derivados (Magistrelli et al.,
2012). La cascarilla de cacao es el principal subproducto obtenido en el procesamiento de
los granos de cacao, la cual tiene un alto valor nutricional, es una buena fuente de fibra,
compuestos aromaticos, presenta alto contenido de compuestos fendlicos (6.04 + 0.12 mg
GAE/g) como la catequina, epicatequina, y procianidinas con alta actividad antioxidante
(Manzano et al., 2017), y alcaloides como la teobromina y la cafeina con actividades
estimulantes del sistema nervioso (Panak Balenti¢ et al., 2018; Barisi¢ et al., 2020).

Gracias a los compuestos que presenta se le ha atribuido varios beneficios para la salud
como para ayudar a combatir los factores asociados a enfermedades del sindrome
metabolico como la hipertensidn, higado graso, regulacion de glucosa y entre otras (Panak
Balenti¢ et al., 2018); ayuda a reducir el estrés oxidativo generado en el ejercicio, ademas
de ser un buen estimulante aumentando el estado de alerta y desempefio en las actividades
(Herndndez-Hernéndez et al., 2022).

2.4. Bebidas funcionales

Las BF son bebidas que ofrecen beneficios para la salud humana y mejoran el bienestar
fisico, ademas de satisfacer el hambre y aportar con nutrientes al consumidor (Segura-
Badilla et al., 2020). Estas bebidas pueden ser funcionales de manera natural como el té,
gue contiene compuestos antioxidantes o pueden elaborarse por la adicion de compuestos



nutracéuticos como las vitaminas y polifenoles (Derkyi et al., 2018; Fuentes Berrio et al.,
2015).

2.5.  Estrés oxidativo y Antioxidantes

El estrés oxidativo se origina cuando existe un desequilibrio en el organismo, donde los
radicales libres y otras especies reactivas de oxigeno (ROS) se encuentran en mayor
proporcion que las defensas antioxidantes. La proliferacion descontrolada de radicales
libres puede inducir al desarrollo de algunas patologias como enfermedades
cardiovasculares, neurodegenerativas e inclusive desarrollo del cancer (Coronado et al.,
2015). Algunos factores como la obesidad, el consumo de tabaco, abuso de drogas y una
mala alimentacidn pueden contribuir al estrés oxidativo (Mata et al., 2016).

Los antioxidantes son sustancias que se encargan de inhibir los radicales libres dentro del
organismo. Estas moléculas captan el electron desapareado del orbital de los radicales
libres y los neutralizan, de esta manera logran un equilibrio para la disminucion del estrés
oxidativo. Es conocido que el consumo de alimentos ricos en compuestos antioxidantes
como las frutas, verduras y hierbas, pueden ayudar a la prevencién de enfermedades y
promover un buen estado de salud (Fuentes Berrio et al., 2015; Coronado et al., 2015).

2.6.  Estudios toxicoldgicos

Existen sustancias que pueden causar dafio en los organismos vivos a nivel celular o
molecular. Por este motivo es necesario que se lleven a cabo ensayos toxicologicos para
conocer los posibles dafios causados por la exposicion aguda o cronica de una sustancia e
identificarla segun su nivel de toxicidad (Solari & Rios, 2009). Por razones éticas, previo
a que una sustancia sea probada en humanos, se requiere que se realicen ensayos
preclinicos con animales experimentales. Estos ensayos permiten medir la eficacia y
seguridad de un determinado producto, establecer una dosis segura del producto e
identificar los posibles 6rganos diana del dafio. Dentro de estos ensayos se pueden
mencionar los estudios de toxicidad aguda y cronica, dosis repetidas, inmunogenicidad,
carcinogenicidad y entre otras (Martinez-Hidalgo, 2007).

Los estudios de toxicidad aguda permiten evaluar los signos o manifestaciones clinicas,
asi como los érganos diana del dafio inducido por una sustancia a una dosis Unica durante
un periodo corto de tiempo (OECD, 2000). La Organizacion para la Cooperacion y
Desarrollo Econdmicos (OCDE), establece guias estandarizadas para el cumplimiento de



requisitos acerca de la evaluacion de la seguridad humana para fines regulatorios (Kluxen
et al., 2021), donde se indican los métodos que permiten evaluar la toxicidad oral aguda:
Método de la dosis fija (420), método de las clases de toxicidad aguda (423) y método
arriba y abajo (425) (OECD, 2000).

2.7. Higadoy enfermedades hepaticas

El higado es uno de los drganos mas importantes en el ser humano, ya que cumple
funciones primordiales en diversos procesos fisiologicos como el metabolismo y la
desintoxicacion de sustancias en el organismo (Trefts et al., 2018). Por este motivo, el
higado esta expuesto a sufrir dafios frente diversos factores como los virus, bacterias,
consumo de alcohol y abuso de medicamentos. Este dafio puede conllevar al desarrollo de
enfermedades como esteatosis, fibrosis, cirrosis, hasta un carcinoma hepatocelular
(Adhyapok et al., 2021).

De acuerdo con la OMS, méas del 10% de la poblacion a nivel mundial sufre de dafios
hepaticos (Ren et al., 2019). Una de las formas de valorar la funcion hepética, es el analisis
de los niveles de marcadores hepéticos, como la AST y ALT, cuyo desbalance en sus
niveles, puede ser un indicador de dafio hepatocelular (Arredondo Bruce et al., 2019). Las
transaminasas, ALT y AST, son enzimas intracelulares que catalizan reacciones de
transaminacion, empleadas como biomarcadores hepaticos séricos (Bai et al., 2020). La
ALT es la méas especifica al referirnos a dafio hepatico ya que se localiza de manera
exclusiva en el citosol del hepatocito, mientras que la AST ademéas del citosol y
mitocondria del higado, puede encontrarse también en las células del corazon, rifiones u
otros 6rganos (Du et al., 2021). Por lo general, estas dos enzimas se suelen analizar juntas
en los estudios de hepatotoxicidad ya que ambas son de gran importancia para el
diagnostico clinico del nivel de lesion hepatica. La elevacion sérica de estas enzimas se
relaciona con el vertido del contenido enzimatico de los hepatocitos dafiados al torrente
sanguineo indicando lesion en el tejido (Bai et al., 2020). Asi, pues, se puede considerar
la enfermedad hepética como la causa mas importante del aumento de la actividad de la
ALT en conjunto con la AST, lo que se asocia al estrés oxidativo generado por agentes
toxicos (Li et al., 2021).



CAPITULO 3

METODOLOGIA

Para la ejecucion de esta tesis, se realizd un estudio de tipo experimental, transversal y
prospectivo. El esquema de trabajo elaborado para la ejecucion del estudio se encuentra
resumido en la Figura 1. Como primera fase del estudio, se realizo la preparacion de las
formulaciones de la bebida funcional y como segunda fase se ejecutaron los ensayos
preclinicos de toxicidad oral aguda y la actividad farmacologica hepatoprotectora.

[ Obtencion de |
preformulado
(_Prepe;racié—n\ ~ (liofilizacién)
de la muestra [ Obtencionde
— microencapsulado
[ Cacm dl—\' (secado por
F::tes d'c? \____aspersion)
udi — — .
e Estudio de toxicidad

" Estudios | | oralaguda
_pre-clinicos ] ™\ Estudio |

hepatoprotector

Figura 1. Esquema general del estudio
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3.1. Material vegetal

Como material vegetal se utilizé hojas de llex guayusa Loes (Aquifoliaceae) (CIBE020),
obtenidas del canton Taisha, Morona Santiago; hojas de Vernonanthura patens H. Rob.
(Asteraceae) (CIBE037) obtenidas del canton Marcabeli, EI Oro; y cascarillas de cacao
provistas por Maquita Cushunchic (MCCH), Guayaquil, Guayas (Quijano-Avilés, 2019).
Las muestras fueron recolectadas bajo la autorizacién del Ministerio del Ambiente (MAE)
(No. 013-2017-1CFLO-DNB/-MAE).

3.2. Animales de experimentacion

Para el estudio de toxicidad oral aguda se utilizaron ratones albinos hembras cepa CF1,
bioldgicamente sanas y nuliparas, (peso: 20+5g; edad: 8 semanas) obtenidos del bioterio
del Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica (INSPI). Los animales se alojaron
en el bioterio de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad de Guayaquil dentro
de jaulas plasticas de polipropileno y fueron alimentadas con una dieta estandar de pellets
para roedor y agua ad libitum (Li et al., 2020).

Para el estudio del efecto hepatoprotector se utilizaron ratones albinos machos cepa
BALB/c, bioldgicamente sanos, (peso promedio: 33 g; edad: 11 semanas). Los animales
fueron obtenidos y alojados en el bioterio de la Universidad de las Fuerzas Armadas
(ESPE) dentro de jaulas pléasticas de polipropileno y provisionados de una dieta estandar
de pellets para roedor y agua ad libitum (Li et al., 2020).

Durante todo el periodo de experimentacion, los animales se mantuvieron bajo condiciones
controladas de laboratorio (22 + 3 °C, humedad relativa 30-70% Y ciclos de luz/oscuridad
de 12 h) y pasaron por un periodo de aclimatacién de una semana antes del inicio del
ensayo (Al-Afifi et al., 2018). Los procedimientos con los animales fueron realizados de
acuerdo a los principios de las 3 Rs (National Centre for the Replacement, Refinement &
Reduction of Animals in Research, n.d.) y las directrices de la comunidad europea para
manejo ético de animales de laboratorio (2010/63/EU) (European Commission, 2019). Los
protocolos experimentales fueron aprobados por el comité de etica en el uso de animales
de investigacion y docencia de la Universidad de San Francisco de Quito (No. 2019-017b).
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3.3. Reactivos y equipos

Los reactivos utilizados para el estudio fueron: Paracetamol (Sigma-Aldrich®, Saint
Louis, USA), Silimarina (Sigma-Aldrich®, Saint Louis, USA), agua destilada, solucién
salina 0.09%, formalina 10%. Se utilizaron los siguientes equipos: Liofilizador (Freeze
Dryer 4.5, Labconco™, USA), spray dryer (Spray dryer SD Basic, Armfield®,
Blashford, United Kingdom), balanza (UW8200S scale, Shimadzu®, Kioto, Japan),
macroscopio optico (Stereomicroscope, Carl Zeiss™ Stemi™ DV4 series, Oberkochen,
Germany), centrifuga (Thermo Fisher scientific, USA).

3.4. Preparacion de la muestra de la BF

Las muestras fueron preparadas en el Laboratorio de Bioproductos y Bioprocesos del
Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador (CIBE), ESPOL, Guayaquil,
Ecuador. Las hojas de I. guayusa, V. patens y las cascarillas de cacao fueron secadas,
molidas y tamizadas de manera individual; y se mezclaron en las proporciones establecidas
en la formula (11591SECRETOCIBE). Posteriormente, se elaboraron dos formulaciones
de la BF, pre-formulado y microencapsulado, siguiendo la metodologia de Quijano-Avilés
(2019). Se pes6 10 g de la formula para la preparacion del pre-formulado y 10 g para la
preparacion del microencapsulado. Estos se llevaron a infusion de manera individual en 1
L de agua destilada por 5 min y los extractos obtenidos se filtraron a través de papel
Whatman # 1. Para la obtencién del pre-formulado, el extracto correspondiente se llevé a
liofilizacion (Freeze Dryer 4.5, Labconco™, USA) a -40 °C durante 72 h.

Para la obtencién del microencapsulado, al extracto obtenido se le agregd maltodextrina
(10%) y se homogeneizé a 300 rpm, luego esta solucion fue secada por secado por
aspersion (Spray dryer SD Basic, Armfield®, Blashford, United Kingdom), con un flujo
de alimentacion de 3.5 ml.min-1, suministro de aire comprimido de 50 ml.min-1 a 4 bares
y temperatura de entrada del aire a 120 °C. Este proceso se realizé en el Laboratorio de
Ingenieria en Alimentos de la FIMCP — ESPOL (Quijano-Avilés, 2019).
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3.5. Estudio de toxicidad oral aguda

El estudio de toxicidad oral aguda se realizd de acuerdo a las directrices de la guia
estandarizada de la dosis fija No. 420 de la Organizacion de Cooperacion y Desarrollo
Economico (OECD, 2001) (Fig. 2).

3.5.1. Disefio experimental

Los ratones se distribuyeron de manera aleatoria en tres grupos de 5 animales cada uno,
y previo a la administracion de los tratamientos fueron sometidos a ayuno de 4 h con
acceso libre al agua (Shin et al., 2020). Se realiz6 la administracion de una dosis ponderal
de los tratamientos por via oral con ayuda de una canula bucoesofagica de la siguiente
forma: los ratones del primer y segundo grupo recibieron el tratamiento de pre-formulado
y microencapsulado disueltos en agua (vehiculo), respectivamente, en monodosis de
2000 mg/kg, mientras que los ratones del tercer grupo sirvieron como control negativo a
los cuales se les administré Unicamente agua. El volumen administrado fue de 300 pL
por animal, considerando el volumen maximo de liquido para la administracion en
ratones:1mL/100g (OECD, 2001).

3.5.2. Evaluaciones toxicoldgicas

Luego de la administracion de los tratamientos, los animales fueron observados
diariamente durante un periodo de evaluacion de 14 dias (Aneeshkumar et al., 2018), para
detectar posibles signos clinicos de dolor, estrés o sufrimiento asociados a toxicidad en
animales (OECD, 2000). En consecuencia, se monitorearon cambios en los patrones de
comportamiento y apariencia fisica, variaciones en el peso corporal y cambios en la
alimentacidn. Se evaluo la presencia de somnolencia, cambios en la piel (ictericia), pelaje
(piloereccion o pelaje aspero), postura (columna jorobada), presencia de secreciones
nasales, disnea, temblores, convulsiones y muerte (OECD, 2001; Ullman-culleré & Foltz,
1999).

Ademas, se registr6 el peso corporal de cada animal el primer dia antes de la
administracion del tratamiento, a los 7 dias tras la administracion y el dltimo dia del
ensayo (dia 14), esto permitio determinar cambios significativos en el peso corporal de
los ratones tratados con la bebida funcional en comparacion con el grupo control (Ng' uni
et al., 2018; Rojas-Armas et al., 2019). El consumo de alimento y agua fue registrado
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diariamente mediante la medicion de la cantidad suministrada y la cantidad sobrante de
cada grupo (Aneeshkumar et al., 2018).

3.5.3. Andlisis anatomopatoldgico

Al final del estudio, todos los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical y se
recolectaron diferentes 6rganos vitales como el corazon, higado, rifiones y estomago para
su posterior andlisis (Rojas-Armas et al., 2019). Se analiz6 macroscopicamente
(Stereomicroscope, Carl Zeiss™ Stemi™ DV4 series, Oberkochen, Germany), la posible
presencia de alteraciones morfoldgicas de los distintos érganos en cuanto a color, tamafio
y consistencia de los grupos tratados con relacion al grupo control (Al-Afifi et al., 2018).
Ademas, se calculd y registrd el peso relativo de los drganos utilizando la formula: (Peso
relativo: peso absoluto del 6rgano (g)/ peso corporal del animal al momento del sacrificio
(g) x 100%) (Tsai et al., 2020). Adicionalmente se tomaron muestras de higado, rifiones
y estdbmago de cada grupo los cuales fueron conservados en formalina al 10% para el
analisis histopatoldgico (Hazarika et al., 2019).
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3.6. Estudio hepatoprotector

3.6.1. Disefio experimental

Para el disefio de este estudio se tomo como referencia el estudio de Jin et al. (2021), con
ligeras modificaciones (Fig. 3). Se utilizaron ratones albinos machos, los cuales se
distribuyeron de manera aleatoria en nueve grupos de 4 animales cada uno y se procedio
a la administracién de una dosis ponderal de los tratamientos de la siguiente manera:

Grupo I: Se establecié como grupo control normal o sano al cual se le administr6 una
dosis diaria de agua destilada por via oral (v.0.) por un periodo de 7 dias. El dia 7, 2
h después del tratamiento, se le administré agua destilada tibia por via intraperitoneal

(i.p.).

Grupo 1lI: Identificado como el grupo modelo toxico o enfermo, paracetamol (PAT),
recibié una dosis diaria de agua destilada (v.0.) por un periodo de 7 dias. El dia 7, 2
h después del tratamiento, se le administré paracetamol disuelto previamente en agua
destilada caliente (250 mg/kg, i.p.) para la induccién de dafio hepatico.

Grupo I11: recibié una dosis diaria de silimarina (200 mg/kg, v.0.) por un periodo de
7 dias. El dia 7, 2 h después del tratamiento, se le administré paracetamol (250 mg/kg,

i.p.).

Grupo IV: recibié una dosis diaria de pre-formulado (250 mg/kg, v.0.) por un periodo
de 7 dias. El dia 7, 2 h después del tratamiento, se le administrd paracetamol (250

mg/kg, i.p.).

Grupo V: recibid una dosis diaria de pre-formulado (500 mg/kg, v.0.) por un periodo
de 7 dias. El dia 7, 2 h después del tratamiento, se le administré paracetamol (250

mg/kg, i.p.).

Grupo VI: recibio una dosis diaria de pre-formulado (1000 mg/kg, v.0.) por un
periodo de 7 dias. El dia 7, 2 h después del tratamiento, se le administré paracetamol
(250 mg/kg, i.p.).
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Grupo VII: recibié una dosis diaria de microencapsulado (250 mg/kg, v.0.) por un
periodo de 7 dias. El dia 7, 2 h después del tratamiento, se le administré paracetamol
(250 mg/kg, i.p.).

Grupo VIII: recibio una dosis diaria de microencapsulado (500 mg/kg, v.0.) por un
periodo de 7 dias. El dia 7, 2 h después del tratamiento, se le administré paracetamol
(250 mg/kg, i.p.).

Grupo IX: recibi6 una dosis diaria de microencapsulado (1000 mg/kg, v.0.) por un
periodo de 7 dias. El dia 7, 2 h después del tratamiento, se le administré paracetamol
250 mg/kg, i.p.).

Cabe mencionar que los ratones fueron sometidos a ayuno de 12 h antes de la
induccién a dafio hepéatico con paracetamol (Lin et al., 2019; McGill & Jaeschke,
2019). Se administré un volumen de 300 ul por animal, considerando las indicaciones
de la OECD (1mL/ 100g) (OECD, 2001).

3.6.2. Analisis del perfil hepatico

Luego de la induccidén de dafio hepéatico con paracetamol, se procedi6 a sacrificar a los
animales, y se realiz6 la toma de muestra sanguinea de la aorta abdominal en tubos de
1.5 mL, los cuales se almacenaron a -20 °C, para el posterior andlisis de las enzimas,
biomarcadores indicadores de dafio hepatico, AST y ALT, en suero sanguineo (Xie et al.,
2016).

3.6.3. Analisis anatomopatologico

Se realizd la extraccion de los higados y se observé macroscépicamente la posible
presencia de alteraciones en sus caracteristicas morfolégicas tal como, color, tamafio y
consistencia, lo cual se registrd para la comparacion de los diferentes grupos
experimentales (Al-Afifi et al., 2018). Ademas, se calculd y registro el peso relativo de
los higados, utilizando la formula: (Peso relativo: peso absoluto del 6rgano (g)/ peso
corporal del animal al momento del sacrificio (g) x 100%) (Tsaiet al.,, 2020).
Adicionalmente se tomaron muestras de higado de cada grupo los cuales fueron
conservados en formalina al 10% para el analisis histopatologico (Hazarika et al., 2019).
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3.7. Analisis de datos

Los datos se expresaron como la media £ desviacion estandar (DE). En el estudio
toxicoldgico, se realizd la comparacion de los datos de los parametros (peso corporal,
peso de higados, consumo de alimento y agua) entre los grupos de tratamiento y
control, los cuales se analizaron estadisticamente mediante el andlisis de varianza de
una via (ANOVA) seguido del test de Tukey. Respecto al analisis del estudio
hepatoprotector, ante la falta de homogeneidad de varianza de los datos de las variables
(AST y ALT), se realiz6 una transformacion de los datos mediante la funcion
logaritmo: variable02 = log(x), y para asegurar el cumplimiento de normalidad de los
residuos se aplicé la prueba de Shapiro-Wilks. Los promedios de los pardmetros
evaluados (AST, ALT y peso de higados), se analizaron mediante ANOVA seguido del
test de Tukey. En todos los andlisis, las diferencias se consideraron significativas a un
valor de p <0.05 (Saleem et al., 2017). Se utiliz6 el software R version 3.6.3.
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1.  Estudio de toxicidad oral aguda

De manera general, no se observo signos de toxicidad o muertes durante el periodo de
estudio de 14 dias en ninguno de los animales tratados con el pre-formulado y el
microencapsulado a la dosis Unica de 2000 mg/kg, v.o. Los tratamientos evaluados no
causaron cambios en los patrones de comportamiento y todos los animales presentaron
una apariencia fisica normal acorde al grupo control.

4.1.1. Peso corporal, y consumo de alimento y agua

Los pesos corporales del dia 1, 7 y 14; y el consumo de alimento y agua se muestran
en la Tabla I. No se observaron diferencias estadisticamente significativas en los pesos
corporales de los grupos de tratamiento respecto al grupo control. Los animales
presentaron un aumento progresivo del peso corporal a lo largo del periodo de estudio.
Tampoco se observé alteraciones en el consumo de agua de los grupos tratados
respecto al grupo control. Referente a la ingesta de alimento, no se observo diferencias
estadisticamente significativas en la alimentacion entre el grupo pre-formulado con el
control, pero si diferencias entre el grupo tratado con el microencapsulado vs. el
control (pv=0.029). Este comportamiento se puede asociar al componente
maltodextrina presente en la formula del microencapsulado, este carbohidrato presenta
un indice glucémico alto, que aumenta la glucosa en sangre y acelera la entrada de
glucosa a las células, reduciendo la glicemia que desencadena una sefial cerebral para
aumentar los niveles de azucar en sangre, produciendo una sensacion de hambre que
estimula una mayor ingesta de alimento (Duran et al., 2013; Rigamonti et al., 2019).

En un contexto toxicoldgico, se espera que la toxicidad adversa causada por el efecto
nocivo de una sustancia genere una disminucion o ausencia del consumo de alimentos
y agua, lo que va de la mano con una pérdida significativa del peso corporal (OCDE,
2000; Ullman-culleré y Foltz, 1999). Es relevante mencionar que la reduccién de mas
del 20% del peso corporal de un animal tratado en comparacion con el control se
considera un estado critico y se define como uno de los criterios de valoracion en
animales en muchas guias internacionales (Al-Afifi et al., 2018; OCDE, 2000). Por lo
tanto, se puede decir que en este estudio los tratamientos no causaron una alteracion
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asociada a toxicidad de los patrones de alimentacion, ni de los pesos corporales de los
ratones a la dosis administrada de 2000 mg/kg.

Tabla I. Peso corporal, consumo de alimento y agua de los grupos tratados con
la BF y el grupo control. Valores expresados como la media = DE

Variable Pre-formulado Microencapsulado Control P-value
Peso corporal (g)

Dial 27.90+£1.32 28.56+1.84 27.08+1.41 0.347

Dia 7 29.72+2.61 30.86+1.71 28.76+1.34 0.276

Dia 14 31.58+3.14 31.78+2.26 30.18+0.95 0.507

Alimento (g) y agua (mL)

Agua 25.71+2.81 26.86+6.09 24.43+4.52 0.396
Alimento 21.17+£1.56 22.55+2.62 20.24+2.30 0.029*

Grupos tratados con el pre-formulado y el microencapsulado de la BF a una dosis unica
oral de 2000 mg/kg, y grupo control con agua potable.
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4.1.2. Observaciones macroscopicas, peso relativo de oOrganos y analisis

histopatoldgico

En general, no se observaron alteraciones macroscopicas del corazon, higado,
estomago Y rifiones de los animales. Los érganos de los grupos tratados con el pre-
formulado y el microencapsulado a la dosis Unica oral de 2000 mg/kg presentaron una
coloracion, consistencia y tamafio normal acorde al grupo control. Asi, el corazon
presentd un color rojo y consistencia firme, el higado color rojo vinoso de consistencia
firme, los rifiones un color rojo grisdceo de consistencia firme y el estbmago una
coloracién crema y consistencia suave y firme (Fig. 4).

Control Pre-formulado Microencapsulado

Higado Corazon

Estomago

Rifones

Figura 4. Visualizacion macroscépica del corazén (A, By C), higado (D, Ey F),
estomago (G, H e ), y rifiones (J, K 'y L) de los grupos tratados con el pre-formulado y
el microencapsulado de la BF a la dosis unica oral de 2000 mg/kg, y el grupo control.
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No se observo diferencias significativas en los pesos relativos de los 6rganos de los
grupos tratados respecto al grupo control (Tabla I1). Tampoco se reportaron hallazgos
significativos en el andlisis histopatoldgico de las muestras de higado, rifiones y
corazén de los grupos tratados y control. Los 6rganos de los grupos tratados con el pre-
formulado y el microencapsulado a la dosis Unica oral de 2000 mg/kg presentaron una
arquitectura normal acorde al grupo control (Fig. 5). De este modo, la ausencia de
alteraciones macro y microscopicas de los oOrganos permitio concluir que los
tratamientos no causaron dafio dirigido a los drganos a la dosis Unica de 2000 mg/kg.
Algunos érganos vitales como el higado, corazén, rifiones y estbmago a menudo se ven
afectados por las sustancias que ingresan al organismo, por este motivo su evaluacion
es de suma importancia para identificar posibles efectos nocivos (Worasuttayangkurn
etal., 2019).

Tabla Il. Peso relativo de los drganos de los grupos tratados con la BF y el grupo
control. Valores expresados como la media £ DE, n=5
Organos Pre-formulado Microencapsulado Control P-value
Corazon 0.50+0.05 0.48+0.04 0.45+0.06 0.334
Higado 4.77+0.24 5.07+0.52 4.59+0.59 0.313
Estomago 1.31+0.13 1.54+0.16 1.64+0.52 0.300
Rifiones 1.31+0.06 1.35+0.06 1.38+0.15 0.582

Grupos tratados con el pre-formulado y microencapsulado de la BF a una dosis Unica
oral de 2000 mg/kg, y el grupo control.
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Microencapsulado

Pre-formulado

Higado

Rifones

&

g

H

Figura 5. Microfotografias de cortes histologicos de los 6rganos embebidos en
parafina y teflidos con hematoxilina/eosina (40x). Higado (A, By C), rifiones (D, E y

F) y estotmago (G, H e 1) de los grupos tratados con el pre-formulado y
microencapsulado de la BF a una dosis Unica oral de 2000 mg/kg, y el grupo control.
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4.2.  Estudio hepatoprotector

4.2.1. Observacion macroscoépica, peso relativo e histopatologia de los
higados

En la Fig. 6 se muestran las fotografias macroscépicas de los higados de los diferentes
grupos experimentales. Se observo que los higados del grupo I, control sano, al cual
solo se le administrd agua, presentaron sus caracteristicas normales con color rojo
vinoso, consistencia suave y tamafio de apariencia normal. En contraste, el grupo Il
(modelo enfermo), que solo recibio la dosis de PAT (250 mg/kg) sin ningdn
tratamiento preventivo, presentd higados agrandados con una coloracion palida
blanguinosa y pigmentaciones oscuras en algunas zonas, ademas se observo la
formacion de pequefios nddulos y bandas fibréticas. Por otra parte, las piezas hepaticas
del grupo 11, que recibid la silimarina (200 mg/kg), presentaron una coloracion palida
blanquecina y pequefios nddulos en algunas zonas.

Con relacion al pre-tratamiento de pre-formulado, el grupo IV, que recibi6 el pre-
formulado a la dosis de 250 mg/kg presentd higados de apariencia similar al control
normal, el grupo VI (pre-formulado, 1000 mg/kg), present6 higados con ligero dafio.
Mientras que el grupo V (pre-formulado, 500 mg/kg), present6 higados con una
coloracion palida blangquecina, presencia de grasa y algunas zonas con pequefios
nodulos similar al modelo téxico. En cuanto al microencapsulado, todos los grupos
presentaron lesiones hepaticas similares al grupo modelo téxico. Por lo que se refiere
a los pesos relativos de los higados, no se observo diferencias significativas entre los
grupos experimentales (Tabla I11).

En este contexto, cuando el higado es lesionado, su funcionamiento normal se ve
comprometido, e inicialmente se produce una inflamacion, ya que el sistema inmune
se activa para tratar de combatir y curar el dafio mediante la autoregeneracién. Pero
cuando la lesion es fuerte, esta puede conducir a la formacion de fibrosis (acumulacion
de tejido cicatricial), y la progresion de la fibrosis se basa en el nivel de dafio
ocasionado en el tejido hepatico, el estrés oxidativo generado y la respuesta inmune.
En consecuencia, cuando el higado no es tratado y existe una cicatrizacion excesiva y
constante del tejido, se conduce a una cirrosis y en las tltimas instancias un carcinoma
hepatocelular (Kweon et al., 2020).
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Figura6. Fotografias macroscopicas de los higados. Grupo | (control normal), grupo
I1 (modelo téxico, PAT 250 mg/kg), grupo 11 (silimarina 200 mg/kg) + PAT, grupo IV
(pre-formulado 250 mg/kg) + PAT, grupo V (pre-formulado 500 mg/kg) + PAT, grupo
VI (pre-formulado 1000 mg/kg) + PAT, grupo VII (microencapsulado 250 mg/kg) +
PAT, grupo VIII (microencapsulado 500 mg/kg) + PAT, grupo 1X (microencapsulado
1000 mg/kg) + PAT.
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Tabla Il1l.  Peso relativo de los higados de los grupos experimentales del estudio
hepatoprotector. Valores expresados como la media = DE, n=4
Grupos Peso relativo de los higados
I 5.31+£1.09
] 5.58+0.31
" 6.08+0.60
v 5.61+0.29
\% 5.72+0.63
VI 5.15+0.64
VII 5.49+0.7
Vil 5.66+£0.44
IX 6.06+1.35

Grupo | (control normal), grupo Il (modelo téxico, PAT 250 mg/kg), grupo IIl
(silimarina 200 mg/kg) + PAT, grupo IV (pre-formulado 250 mg/kg) + PAT, grupo V
(pre-formulado 500 mg/kg) + PAT, grupo VI (pre-formulado 1000 mg/kg) + PAT,
grupo VII (microencapsulado 250 mg/kg) + PAT, grupo VIII (microencapsulado 500
mg/kg) + PAT, grupo IX (microencapsulado 1000 mg/kg) + PAT. P-value: 0.711.
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El reporte del analisis histopatologico (Fig. 7) indicd que no se observaron dafios en
los higados del grupo control normal (I) ya que estos presentaron su arquitectura
celular intacta. Por otro lado, en contraste con el grupo control normal (1), los higados
del grupo modelo téxico (I1) a los que solo se les administrd6 PAT (250 mg/kg),
presentaron una alteracion de la arquitectura hepatica, como tumefaccion de los
hepatocitos, necrosis e infiltracion de células inflamatorias.

En el grupo Ill que fue tratado con la silimarina (200 mg/kg) se identificé una
manifiesta tumefaccion celular y necrosis. Respecto al pre-formulado, tanto en el
grupo IV (250 mg/kg) como en el grupo VI (1000 mg/kg), se reportdé una leve
tumefaccion celular y ligera degeneracion grasa. Mientras que en el grupo V (500
mg/kg), se encontr6 una muy manifiesta degeneracion grasa parenquimal. Por otro
lado, respecto a la férmula de microencapsulado, en el grupo VII (250 mg/kg) se
reporté una severa degeneracion grasa parenquimal. En el grupo V11 (500 mg/kg), se
observo una severa tumefaccion celular e infiltracion inflamatoria, y en el grupo 1X
(1000 mg/kg) se indico una importante degeneracion grasa, necrosis celular e
infiltracion de células inflamatorias.

Los hepatocitos son células multifuncionales y de gran versatilidad, que constituyen
la mayor parte del volumen del higado (Trefts et al., 2018). Estos ejercen funciones
para el establecimiento de la estructura del higado y la funcién hepética, por lo que
son sujetos a diversos protocolos de investigacion en temas como la regeneracion, asi
como en el estudio del metabolismo de nutrientes y la toxicidad causada por los
medicamentos (Rios-Lopez et al., 2020). La lesion hepatica inducida por farmacos y
la muerte celular puede resultar del estrés oxidativo generado en los hepatocitos. Un
patrén inicial es el dafio centrolobulillar en el modelo de PAT, que se expande por
comunicacion de las células estresadas y la activacion del sistema inmunoldgico, lo
que puede contribuir a un proceso de cicatrizacion del tejido. Si bien la proliferacion
de los hepatocitos contrarresta la pérdida de células causada por la lesién, una dosis
alta aguda puede ser letal para el tejido (Adhyapok et al., 2021).
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Figura 7. Microfotografias de cortes histologicos de los higados embebidos en
parafina y tefildos con hematoxilina/eosina (40x). Grupo | (control normal), grupo II
(modelo toxico, PAT 250 mg/kg), grupo 11 (silimarina 200 mg/kg) + PAT, grupo 1V
(pre-formulado 250 mg/kg) + PAT, grupo V (pre-formulado 500 mg/kg) + PAT, grupo
VI (pre-formulado 1000 mg/kg) + PAT, grupo VII (microencapsulado 250 mg/kg) +
PAT, grupo VIII (microencapsulado 500 mg/kg) + PAT, grupo IX (microencapsulado
1000 mg/kg) + PAT.
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4.2.2. Efecto de la BF sobre los niveles seroldgicos de las enzimas
hepéaticas ALT y AST

El analisis funcional enzimatico del higado valorado por las enzimas, AST y ALT, se
observa en la Fig. 8 (A y B). Los ratones del grupo II, (modelo toxico), a los cuales
solo se les indujo el dafio hepatico con PAT (250 mg/kg), presentaron un incremento
significativo de los valores de las enzimas ALT y AST en comparacién con el grupo
control normal (grupo 1), lo que sugiere un dafio hepatocelular causado por el farmaco.
El grupo Ill, tratado con el tratamiento preventivo de silimarina (200 mg/kg), no
presentaron diferencia significativa en los niveles de ambas enzimas, ALT y AST,
respecto al grupo modelo téxico, (I, PAT, 250 mg/kg) (datos no mostrados).

Por otro lado, se observé que las administraciones del pre-tratamiento del pre-
formulado a las diferentes dosis evaluadas actuaron de manera dosis-dependiente. Los
ratones del grupo IV (pre-formulado, 250 mg/kg) y los del grupo VI, (pre-formulado,
1000 mg/kg), presentaron una reduccion estadisticamente significativa de los niveles
de ambas enzimas en comparacion con el grupo 1, (PAT, 250 mg/kg). Mientras que
los ratones del grupo V, (pre-formulado, 500 mg/kg), no presentaron una diferencia
significativa en los niveles de ambas enzimas respecto al grupo 11 (PAT, 250 mg/kg).
Indicadndose asi, que la dosis baja del pre-formulado ayudd a contrarrestar los dafios
ocasionados por el PAT a nivel enzimatico.

Respecto a la formula del microencapsulado, se observé que las diferentes dosis
evaluadas también actuaron de manera dependiente de la dosis. Los ratones del grupo
VII (microencapsulado, 250 mg/kg) y del grupo IX (microencapsulado, 1000 mg/kg)
no presentaron diferencia significativa de los niveles de ALT y AST con el grupo 1l
(PAT, 250 mg/kg). Por otro lado, los ratones del grupo VIII (microencapsulado, 500
mg/kg) no presentaron una diferencia significativa en los niveles de las enzimas con el
grupo Il (PAT, 250 mg/kg), pero tampoco con el grupo control normal (I). Ademas, se
puede decir también que en cuanto al microencapsulado; sus diferentes dosis no
presentaron diferencias significativas.
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Figura 8. Efecto de los tratamientos de la BF sobre los niveles séricos de AST (A)

y ALT (B). media + DE (n=4). | (CONTROL, control normal), grupo Il (PAT, modelo
toxico, PAT 250 mg/kg), grupo IV (PRE 250, pre-formulado 250 mg/kg) + PAT, grupo
V (PRE 500, pre-formulado 500 mg/kg) + PAT, grupo VI (PRE 1000, pre-formulado
1000 mg/kg) + PAT, grupo VII (MICRO 250, microencapsulado 250 mg/kg) + PAT,
grupo VIII (MICRO 500, microencapsulado 500 mg/kg) + PAT, grupo IX (MICRO
1000, microencapsulado 1000 mg/kg) + PAT.
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Dado que las preparaciones herbales se encuentran compuestas de multiples
fitoquimicos bioactivos con propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, su
combinacién podria resultar beneficiosa para tratar o prevenir varias enfermedades
como el cancer, enfermedades crénicas y enfermedades asociadas al sindrome
metabolico (Gonzalez-Ponce et al., 2016). Por lo tanto, la identificacion y validacion
cientifica de plantas con actividad farmacoldgica es el principal objetivo de la
investigacion en plantas medicinales (Shin et al., 2020).

En este estudio se evalud la toxicidad oral aguda y el efecto farmacolégico como
protector hepético de dos formulaciones (pre-formulado y microencapsulado) de una
BF elaborada a base de extractos de I. guayusa, V. patens y cascarillas de cacao
mediante ensayos in vivo. Los hallazgos encontrados en el analisis toxicoldgico
indicaron que la BF es inocua para el organismo en la dosis Unica de 2000 mg/kg, ya
que en el periodo de estudio no se observaron efectos negativos de la BF en los
animales tratados con las dos formulaciones por via oral.

Por otro lado, en el estudio hepatoprotector se observé que la administracion de PAT

a la dosis de 250 mg/kg causé dafio hepatico en los ratones experimentales. Esto se
reflejo en un incremento de los niveles de las enzimas hepéticas, ALT y AST, medidas
en el suero sanguineo del grupo modelo téxico. Ademas, se pudo observar a nivel
anatomopatoldgico e histopatoldgico, que la dosis toxica de PAT, generd un dafio
visible en el higado con presencia de nddulos fibréticos, higado de coloracién palida,
tumefaccion celular, areas necroticas y presencia de infiltracion de células
inflamatorias, causando la pérdida de la arquitectura normal de los hepatocitos. Estos
hallazgos son similares a los reportados en otros estudios donde se realiz6 la induccion
a dafo hepatico en ratones experimentales con PAT (Jinetal., 2021; Yuan et al., 2010).
Cabe mencionar que lesion hepatica aguda inducida por una sobredosis de PAT, se
caracteriza por dafio y necrosis de los hepatocitos, producido por el estrés oxidativo y
procesos inflamatorios generado en el organismo (Dogaru et al., 2020).

En cuanto a el pre-tratamiento de la silimarina, establecido como un control positivo,
se observo que la dosis de 200 mg/kg, no present6 efecto hepatoprotector, ya que los
niveles enzimaticos fueron similares al grupo modelo toxico, y en conjunto con los
hallazgos encontrados a nivel anatomo e histopatolégico se reforzd la carencia del
efecto hepatoprotector. En varios estudios se han reportado los efectos positivos de la
silimarina para contrarrestar el dafio causado por PAT a la dosis referencial de 200
mg/kg (Jin et al., 2021), e inclusive en dosis mas bajas de 100 mg/kg, el cual es
atribuido a su contenido de compuestos fendlicos (Papackova et al., 2018). Cabe
mencionar que la silimarina es un compuesto de naturaleza lipofilica, con escasa o nula
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solubilidad en agua, lo que repercute en una absorcion intestinal deficiente, afectando
su biodisponibilidad oral y limitando su eficacia terapéutica (Piazzini et al., 2019; Yang
et al., 2013). Por lo que, en este estudio, se puede asumir que el tratamiento de
silimarina no causé proteccion hepatica, debido a que el solvente utilizado para la
disolucién fue agua destilada, el cual fue el vehiculo elegido para el tratamiento de
administracion via oral.

Por otro lado, se pudo observar que los pre-tratamientos administrados actuaron de
manera dosis dependiente como protectores hepaticos, de manera tal que, el mejor
tratamiento que ayudé a aliviar el dafio hepético por paracetamol, fue el pre-formulado,
cuya mejor dosis fue la dosis baja. Esto fue visible con la reduccion de los niveles de
las enzimas hepatocelulares ALT y AST. Ademas, en el analisis macroscépico se
observo higados de apariencia sana similar al grupo control normal, y en conjunto con
el analisis histopatoldgico, se confirmo que las alteraciones patolédgicas inducidas por
el PAT, fueron aliviadas con el pre-formulado. Esto indicé que el tratamiento
mencionado, al ser administrado como un tratamiento preventivo, ayudé a atenuar de
manera significativa la lesién hepéatica inducida por PAT en los ratones.

En relacion a lo anterior mencionado, el efecto hepatoprotector se puede atribuir a la
interaccion sinérgica antioxidante de los compuestos bioactivos presentes en la
formulacién a base de I. guayusa, V. patens y T. cacao, tal como los alcaloides, cafeina
y teobromina; y polifenoles, como los acidos clorogénicos, quercetina y acido cafeico,
mencionados como los principales compuestos de la férmula de la BF (Quijano-Avilés,
2019; Lyu et al., 2020). Esto coincide con un estudio realizado por Valverde-Zumba
(2019), donde se reportd una potente actividad antiinflamatoria de un extracto
elaborado a partir de estas tres especies, el cual fue capaz de disminuir el dafio
ocasionado en la lesion inflamatoria provocada en ratones experimentales.

Por consiguiente, se ha reportado que el cacao es una rica fuente de antioxidantes que
ayudan a eliminar los radicales libres (Carta et al., 2020). Los compuestos fendlicos del
cacao tal como los flavonoles, ejercen potentes propiedades hepatoprotectoras (Asiedu-
Gyekye et al., 2016) Ademas, se ha reportado en otros estudios que el café, el cual
contiene compuestos similares a los componentes de la BF, tal como los &cidos
clorogénicos, cafeina y polifenoles, ayuda a reducir el riesgo de padecer enfermedades
hepéticas y aliviar la fibrosis (Jeon et al., 2019). Otros estudios también han demostrado
que el consumo de café ayuda a reducir los niveles de las enzimas biomarcadores
hepaticos como la AST y ALT (Heath et al., 2017). En un estudio pre-clinico realizado
por Barroso et al. (2019), se observd que el té de mate (llex paraguariensis) que
pertenece a la misma familia de la guayusa, ayudo a la prevencion del dafio hepatico
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actuando como antioxidante en el proceso de estrés oxidativo e inflamatorio generado
en ratones.

Respecto al tratamiento de microencapsulado, en los hallazgos encontrados en el
analisis de los higados a nivel macro y microscépico se report6d dafios de las células
hepaticas, y también se observo una alteracion considerable de los niveles enzimaticos,
por lo que se considera que este tratamiento no presentd un buen efecto
hepatoprotector, pese a estar conformado por la misma formulacion del pre-formulado.
Esto se puede justificar con el proceso de microencapsulado al cual fue sometida esta
formulacién. Las altas temperaturas empleadas en el método de secado por aspersion
pueden causar la degradacién de los compuestos bioactivos sensibles al calor como los
compuestos fendlicos (Rahmati et al., 2020; Sepulveda & Zapata, 2019). Ademas, en
el estudio de Quijano-Avilés (2019) se reportd que el proceso de microencapsulacion
por secado por aspersion causé una disminucion de los compuestos bioactivos y de la
actividad antioxidante de la formula de la BF.

En definitiva, en los ensayos realizados en el estudio, se determiné que la BF en sus
dos formulaciones no causé toxicidad oral aguda a la dosis de 2000 mg/kg en los
ratones experimentales. De modo que los pardmetros evaluados fueron efectivos para
evaluar la toxicidad oral aguda de la bebida. Sin embargo, la limitacion de este estudio
fue la ausencia de pardmetros bioquimicos analizados en sangre que puedan reforzar
aun mas las conclusiones del estudio.

Por altimo, en el ensayo hepatoprotector, se observé que el pre-formulado fue el pre-
tratamiento que presentd un efecto hepatoprotector significativo contra el dafio
inducido por PAT, lo cuél se demostré a nivel macro y microscopico, y a nivel
bioquimico. No obstante, existen carencias que limitan el estudio, tal como la ausencia
de otros analisis bioquimicos del perfil hepatico, como el analisis de la enzima fosfatasa
alcalina (ALP), Gamma-glutamil-transferasa (GGT) y la bilirrubina, que permitan
conocer a mayor profundidad el nivel de dafio hepatico y reforzar el diagnostico de
lesion hepatica (Bessone et al., 2021). Ademas, resulta de interés la comprensién del
mecanismo del efecto protector de la BF, mediante el andlisis de los niveles de las
enzimas biomarcadores antioxidantes del organismo contra el estrés oxidativo, tal
como el analisis de la superdxido dismutasa (SOD), la catalasa y glutation peroxidasa
(GPx) (Jinetal., 2021; Lin et al., 2019).
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En conclusion, la bebida funcional no causé efectos toxicos en los ratones
experimentales tratados con la dosis Unica de 2000 mg/kg, y de acuerdo al Sistema de
Clasificacion Globalmente Armonizado (GHS) (United Nations, 2011), la bebida se
categoriz6 como no toxica (DLs0>2000 mg/kg).

Respecto al estudio hepatoprotector, se concluyo que el pre-formulado fue el mejor
tratamiento para la prevencion del dafio hepatico inducido por PAT, ayudando a aliviar
el dafio hepatocelular. Estos resultados sugirieron una potente actividad antioxidante
por parte de los compuestos que conforman la bebida, lo que sugiere que tiene un
potencial considerable como agente hepatoprotector natural.

Recomendaciones:

- En este estudio se muestra la primera evidencia cientifica de la ausencia de
toxicidad fisiopatologica aguda in vivo de una bebida funcional a base de I.
guayusa, V. patens y cascarilla de cacao. Sin embargo, se recomienda llevar a
cabo estudios adicionales de toxicidad crénica y subaguda, para fortalecer su
uso a largo plazo como bebida segura.

- Se recomienda la ejecucion de un ensayo hepatoprotector, con una mayor
prolongacion de tiempo en lo que respecta a la administracion del tratamiento.
También, es considerable aumentar el nimero de unidades experimentales por
grupo para reforzar los resultados estadisticos y obtener resultados mas firmes.
Ademas, realizar otros ensayos a nivel bioquimico o molecular que permitan
estudiar a profundidad como se logra el efecto hepatoprotector de la bebida.
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ANEXO A. Certificado otorgado por el comité de ética en el uso de animales de
investigacion y docencia de la Universidad de San Francisco de Quito (No. 2019-
017b).
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OFICIO: 2019-017h

Q.F. Geovanna Paladines Santacruz - Estudiante de maestria en Biociencias de la ESPOL - Tesista
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su proyecto de investigacion titulado "Toxicidad oral aguda y efecto hepatoprotector de una
bebida funcional a base de llex guayusa, Vernonanthura patens y cascarilla de cacao en modelo
murino"”, proyecto que ha sufrido retrasos por causa de la pandemia COVid-19 y las restricciones de
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cronograma y no en los aspectos metodoldgicos aprobados en el oficio 2019-0177, se ha decidido
entender por un afio la validez del aval previamente otorgado al mencionado proyecto. Ya que el
proyecto involucra el estudio de muestras biologicas, se recomienda seguir al pie de la letra las
narmas de bioseguridad de las laboratorios involucrados.

Asi mismo, se recuerda que este aval cubre dnicamente los aspectos relacionados con el
respeto a los principios y normativas vigentes acerca del bienestar animal en la investigacion y
docencia, tal como se redactaron en el protocolo aprobado. Si usted incumple o cambia sin previo
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Sin otro particular al cual hacer referencia, y desedndole todo el éxito posible, me despide,

Atentamente, /‘
. o,
e o/

— L —FirmaE 021

Francisco Cabrera
Presidente
Comité de Etica en el Uso de Animales en Investigacion y Docencia de la USFQ
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ANEXO B. Observacién macroscopica del tamafio de higado (A) y los rifiones
(B) en el estudio de toxicidad oral aguda. Comparacion entre el grupo control,
pre-formulado (2000 mg/kg) y microencapsulado (2000 mg/kg).

Control Pre-formulado Microencapsulado

Higado

Rifiones
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Toxicology Reports.
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