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Resumen
Las enfermedades hepaticas se encuentran dentro de las principales causas de

muerte en México y el mundo, por lo que es importante buscar tratamientos
efectivos para estos padecimientos. Dentro de los productos naturales se ha
observado la presencia de compuestos con propiedades hepatoprotectoras,
siendo la cafeina un compuesto que ha demostrado importantes propiedades
benéficas en el higado. Es asi que el objetivo de este estudio fue evaluar la
capacidad de la cafeina para evitar la progresion de la fibrosis hepética. El modelo
experimental de dafio se llevd a cabo utilizando tioacetamida (TAA) a una dosis de
200 mg/kg de peso i. p., tres veces por semana, por seis semanas, donde a partir
de la cuarta semana se administro cafeina en ratas Wistar macho, con sus
respectivos controles. Se evalué la morfologia el higado, el parénquima hepético,
diversos marcadores de dafio hepatico, como la relacion higado/peso corporal, la
capacidad biosintética del higado —-midiendo la cantidad de glucégeno
almacenado— y los marcadores séricos de dafio hepatico, evaluando la necrosis
(alanino aminotransferasa) y colestasis (y-glutamil transpeptidasa y fosfatasa
alcalina). Dentro del presente disefio experimental se realizaron mediciones de
marcadores de estrés oxidante para evaluar la capacidad antioxidante de la
cafeina, como lo son la peroxidacion lipidica, el 4-hidroxinonenal y del antioxidante
enddgeno glutation reducido, asi como del factor nuclear de eritrocitos 2, el cual
induce la produccion de moléculas antioxidantes. Para evaluar la capacidad
antiinflamatoria de la cafeina se midié la subunidad p65 del factor nuclear kB,
ademas de las citocinas pro-inflamatorias IL-18 y TNF-a. Por ultimo, se evalué la
capacidad antifibrética de la cafeina a diferentes niveles, midiendo la cantidad de
coldgena presente en el parénquima hepatico, el factor de crecimiento
transformante beta, la activacion de células estelares hepaticas (HSCs) a traves
de la actina de musculo liso alfa, y la remodelacién de la matriz extracelular (ECM)
por parte de las metaloproteinasas 9 y 2. La administracion de la TAA modificé los
parametros anteriores, llevando a necrosis, colestasis, a la disminucién de la
capacidad de almacenar glucogeno y al aumento en el peso del higado; también

incrementd el estrés oxidante, las citocinas pro-inflamatorias, el NF- kB, la



cantidad de ECM, la activacién de las HSCs y la remodelacién de la ECM. La
administracion de la cafeina a las ratas intoxicadas cronicamente con TAA fue
capaz de evitar la progresion de la enfermedad de manera significativa.
Concluimos que las propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antifibrogénicas
de la cafeina son las posibles responsables de los efectos benéficos observados

en este estudio.



Abstract

Liver diseases are among the main causes of death in Mexico and the world, so it
is important to seek effective treatments for these conditions. Within the natural
products, the presence of compounds with hepatoprotective properties has been
observed, caffeine is a compound that has demonstrated important beneficial
properties in the liver. Thus, the objective of this study was to evaluate the ability of
caffeine to prevent the progression of liver fibrosis. The experimental damage
model was carried out using thioacetamide (TAA) at a dose of 200 mg / kg of
weight i. p., three times a week, for six weeks, where caffeine was administered in
male Wistar rats from the fourth week, with their respective controls. The
morphology of the liver, liver parenchyma, various markers of liver damage were
evaluated, such as the liver / body weight ratio, the biosynthetic capacity of the
liver - measuring the amount of glycogen stored - and serum markers of liver
damage, assessing necrosis (alanine aminotransferase) and cholestasis (y-
glutamyl transpeptidase and alkaline phosphatase). Within the present
experimental design, measurements of oxidative stress markers were performed to
assess the antioxidant capacity of caffeine, such as lipid peroxidation, 4-
hydroxynonenal and the endogenous antioxidant reduced glutathione, as well as
the nuclear factor of red blood cells 2, which induces the production of antioxidant
molecules. To assess the anti-inflammatory capacity of caffeine, the p65 subunit of
nuclear factor kB was measured, in addition to the pro-inflammatory cytokines IL-
18 and TNF-a. Finally, the antifibrotic capacity of caffeine at different levels was
evaluated, measuring the amount of collagen present in the liver parenchyma, the
transforming growth factor beta, the activation of hepatic stellar cells (HSCs)
through the smooth muscle actin alpha, and remodeling of the extracellular matrix
(ECM) by metalloproteinases 9 and 2. The administration of TAA modified the
above mentioned parameters, leading to necrosis, cholestasis, the decrease in
glycogen storage capacity and the increase in liver weight; it also increased
oxidative stress, pro-inflammatory cytokines, NF-kB, the amount of ECM, activation
of HSCs and remodeling of ECM. The administration of caffeine to rats chronically

poisoned with TAA was able to prevent disease progression significantly. We



conclude that the antioxidant, anti-inflammatory and antifibrogenic properties of
caffeine may be responsible for the beneficial effects observed in this study.



INTRODUCCION

El higado (Figura 1) ocupa el cuadrante superior derecho de la cavidad abdominal,
extendiéndose desde el quinto espacio intercostal en la linea midclavicular hacia el
costado derecho marginal. Presenta un estroma, representado por una capsula de
tejido conectivo, la capsula de Glisson, que se encuentra a nivel de hilio y penetra
dentro del oOrgano, para dar origen a un arbol conectivo que se ramifica
profusamente con el fin de dividir el parénquima hepatico en lobulillos. El peso
promedio del higado es de 1800 g en hombres y 1400 g en mujeres. Es un érgano
triangular que se extiende por la cavidad abdominal debajo del diafragma, esta
constituido de tejido suave café-rojizo, es la glandula mas grande del cuerpo y se

encuentra dividido en cuatro I6bulos.13

Vena
hepatica Ligamento
falciforme
Lébulo
derecho s /’_,__/-\

Lébulo izquierdo

PR

Conducto Vena Arteria
biliar porta hepética
Triada portal

Figura 1. Anatomia del higado. Puede observarse el ligamento falciforme que lo divide en los I6bulos derecho
e izquierdo, abajo se muestra la triada portal formada por la vena hepatica, la arteria hepatica y el ducto biliar.*

El higado se encuentra localizado anatdmicamente para ejercer un papel dual

como una fabrica de transformacion bioquimica y metabdlica, el cual recibe sangre
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con sustancias desde la vena portal y sangre rica en oxigeno desde la arteria
hepatica. Entonces, el higado utiliza las sustancias desde ambas fuentes de
sangre para sintetizar diversos compuestos quimicos. A su vez, regresa el flujo
sanguineo a través de la vena hepatica y la bilis para la excrecidon por el sistema

biliar.?

Histologia

El higado se encuentra conformado principalmente por hepatocitos en placas o
muralium en espesor de una o dos capas, separadas por sinusoides. Los
hepatocitos tienen aspecto de células poligonales con nucleos redondos de

diferentes tamafos con frecuentes células binucleadas.?

Organizacion del parénquima hepatico

Arteria
hepatica

Conductos
biliares

Vena centrolobulillar Vena porta

Figura 2. Representacion esquematica del lobulillo hepético. Las ramas de la vena portal y de la arteria
hepatica corren paralelas a los conductos biliares en las triadas portales. La sangre se filtra a través de
sinusoides dispuestos entre los hepatocitos para ser recolectada finalmente en la vena central.*

Lobulillo hepético
El lobulillo clasico es descrito como un hexagono con una vena central en el centro
y tractos portales en las tres esquinas, debido a que muchas glandulas tienen

como centro de su unidad funcional un conducto.



Figura 3. Arquitectura del higado. A la izquierda se muestra el lobulillo hepatico, en el centro se muestra el
lobulillo portal, y a la derecha se muestra el acino hepatico.®

Acino hepatico

El concepto del lobulillo hepatico es clasico, aunque la fisiologia hepatica puede
ser mejor comprendida con una subunidad conceptual alternativa: el acino de
Rappaport (Figura 3). El acino consiste en un agregado tridimensional de
hepatocitos, organizados en laminas con sinusoides interpuestos, centrados
alrededor y suministrados por ramas de la vena portal y de la arteria hepatica. El
flujo sanguineo desde la arteriola hepatica y la vénula portal hacia los sinusoides,
bafia a los hepatocitos y luego drena en dos o tres ramas terminales de la vena
central. Esta organizacién estructural provee de gradientes de oxigeno, sustrato y

hormonas entre la entrada y salidas de regiones del acino.®

Los hepatocitos que conforman el acino hepatico pueden ser agrupados en
diferentes zonas de actividad metabdlica. Los mas cercanos a los vasos aferentes
(zona 1) reciben flujo sanguineo rico en oxigeno, sustrato y hormonas, ya que
poseen un alto nivel de actividad metabdlica. Por lo tanto, no es sorprendente que
los sistemas enzimaticos para el metabolismo energético oxidativo, p-oxidacion,

gluconeogénesis y catabolismo de aminoacidos, se encuentren concentrados en la

7



region periportal. Un poco més alla de la zona 1 se encuentran los hepatocitos
intermedios, que constituyen la zona 2. Los hepatocitos peri venosos (zona 3) son
los que se ocupan principalmente de la biotransformacion, sintesis de lipidos y
glicdlisis.®

Lobulillo portal

Es la unidad funcional centrada alrededor del conducto biliar (Figuras 3 y 4) del
espacio portal, relacionada con la secrecion exocrina del higado; ademas, es una

estructura triangular definida por tres lineas imaginarias que conectan tres venas

centrales.’

Vena centrolobulillar

Espacio portal

NSNS

Figura 4. Representacion esquematica del lobulillo portal. Es una estructura triangular definida por tres lineas
imaginarias que conectan tres venas centrales. Los circulos rojos representan venas centrales y los circulos
negros representan las triadas portales.

Funciones del higado

El higado es un 6rgano metabdlicamente complejo, donde los hepatocitos
desempefian las siguientes funciones metabdlicas del 6rgano: formacion y
excrecion de bilis durante el metabolismo de la bilirrubina; regulacion de la
homeostasis de los carbohidratos; sintesis y secrecion de lipoproteinas

plasmaticas; control del metabolismo del colesterol, sintesis de la urea, albumina



sérica, factores de coagulacion, enzimas y varias proteinas; metabolismo o

detoxificacion de farmacos y otras sustancias exégenas.®

Desintoxicacioén

El higado se encarga de desintoxicar la sangre de sustancias circulantes que
pueden ser producidas en diversos érganos o provenir del exterior. Es muy activo
en la eliminacion de material particulado desde la sangre portal; como numeros
pequefios de bacterias que cruzan la pared del intestino en circunstancias
normales, esta limpieza es realizada por las células de Kupffer. La detoxificacion
bioquimica es realizada por el citocromo P450, encontrado en los hepatocitos, y
otras enzimas que pueden convertir a los xenobi6ticos en metabolitos inactivos,
menos lipofilicos, que después se pueden excretar hacia la bilis y, asi, eliminarse
del cuerpo. Ademas del metabolismo de xenobidticos, el higado se encarga del
metabolismo y la excrecibn de una amplia variedad de hormonas, como las
esteroideas, y otros reguladores enddgenos que circulan en el torrente

sanguineo.*

Metabolismo de la bilirrubina

La bilirrubina es un pigmento biliar de color amarillo-anaranjado que proviene de la
degradacion de los productos del grupo hemo; esta debe convertirse en
hidrosoluble para excretarse. Tal transformacion sucede en 5 pasos: formacion,
transporte plasmatico, captacion hepdatica, conjugacion y excrecion biliar. Este
pigmento se almacena en la vesicula biliar, formando la bilis, siendo excretada

posteriormente al duodeno y dando el color caracteristico a las heces.”2

Metabolismo de carbohidratos

La capacidad del higado para sintetizar, metabolizar y liberar glucosa es necesaria
para la transicion metabdlica postnatal y es mantenida durante el periodo de vida
de un organismo. Al alimentarse, el higado cambia de un modo de produccién
neta a una absorcion neta, lo que requiere una disminucién en el glucagén y un
incremento en la insulina, este cambio ocasiona una disminucion de glucosa
hepatica y de las reservas de glucogeno y gluconeogénesis. La glucdlisis y la

deposicion de glucégeno se incrementan en los hepatocitos, llevando a un



consumo hepético neto de glucosa, por lo que la respuesta glucogénica restaura
las reservas de glucogeno. Como un organismo de transicion, desde un estado de
absorcion a un estado de ayuno, la insulina disminuye y el glucagéon se
incrementa. Esto conduce a que el higado deje de almacenar glucosa y comience
con la produccion neta de ésta, lo que implica la descomposicion del glucégeno y
la gluconeogénesis. La produccion de glucosa es dindmica y responde a las

necesidades energéticas de todo el cuerpo.’®

Metabolismo de lipidos y colesterol

El higado es critico para la absorcion digestiva, captacion, sintesis,
empaquetamiento y secrecion de lipidos y lipoproteinas. El sistema de sintesis y
secrecion biliar del higado permite una absorcion eficiente de los lipidos de la
digestion, donde los quilomicrones son ensamblados desde las lipoproteinas y
lipidos digeridos en el intestino antes de ser procesados del sistema linfatico hacia
la circulacion; después, los acidos grasos se extraen desde los quilomicrones

remanentes por la lipoproteina lipasa en el higado.®

Células presentes en el higado
Células parenquimales

Hepatocitos

Los hepatocitos son las células del higado mas abundantes y constituyen el 80 %
de la masa hepatica. Se disponen formando laminas de una célula de espesor que
se unen unas a otras a modo de esponja. Son células grandes, poliédricas de
aproximadamente 20 a 30 um de didmetro, las cuales se encuentran enriquecidas
en organelos. Cerca del 30 % de los hepatocitos humanos se encuentran
binucleados, son células epiteliales polarizadas. Tienen una vida relativamente
larga, puesto que son renovadas aproximadamente cada 5 meses, aunque
depende si hay procesos de regeneracion o no. Cuando existe un dafio en el
higado, los hepatocitos tienen una gran capacidad de proliferacion y regeneracion
de la parte dafiada. La funcion principal de los hepatocitos es metabolizar

sustancias procedentes de la digestion del intestino. Por otra parte, los hepatocitos
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sintetizan y secretan bilis, la cual sera liberada en el tubo digestivo para ayudar a

la digestion.10:11

Células no parenquimales

Células endoteliales (LSECs)

Las células endoteliales del sinusoide hepatico son células delgadas que forman el
revestimiento de la pared sinusoidal. Sus procesos del citoplasma son delgados y
planos, se extienden y contienen fenestras, agrupadas para formar placas de
tamiz; poseen brazos citoplasmaticos mas gruesos que contienen vesiculas
pinociticas, mitocondrias, lisosomas y otros organelos que se encuentran
intercalados entre esas partes delgadas y pequefias. Estas células son altamente
especializadas y representan la interfase entre las células sanguineas, por un
lado, y los hepatocitos y las HSCs, por el otro. Representan una barrera
permeable y existe libre acceso a fluidos, solutos, gotas y particulas desde la luz
hacia el espacio de Disse y viceversa, esto debido a las fenestraciones

presente.1?13

Células de Kupffer (KCs)

Son los macréfagos residentes del higado; comprenden cerca del 2 % de la
masa/volumen del higado. Estas células juegan un rol crucial en funciones
hepaticas de inmunidad y metabdlicas. Se originan de monocitos circulantes que
migran hacia el higado, donde se diferencian a macréfagos de tejido. Estan
localizadas dentro de la luz de los sinusoides, en las areas portales, y se
mantienen en su lugar mediante accesorios sujetos al endotelio sinusoidal. La
funcién principal de las KCs en el higado es fagocitar bacterias, microorganismos
y agentes téxicos acarreados por la circulacion hepatica, pues actian como
células presentadoras de antigenos, al considerarse la primera linea de defensa

del organismo.%*?

Células estelares hepaticas (HSCs)
Las HSCs originalmente fueron identificadas por von Kupffer en 1876, localizadas
en el espacio de Disse, interpuestas entre las células endoteliales sinusoidales y

los hepatocitos. Representan el 10 % del total de las células presentes en el
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higado. Una de sus caracteristicas mas importantes es el almacenamiento de
ésteres de retinil en forma de gotas de lipidos. La activacion de las HSCs
promueve la transcripcion de colagena tipo | y tipo IlI*4. La activacion de la
transdiferenciacion de las HSCs quiescentes en miofibroblastos fibrogénicos
proliferativos ahora esta bien establecida como un operador central de la fibrosis
en la lesién hepatica experimental y humanat4. Cuando hay dafio en el higado, las
HSCs se activan, pierden sus almacenamientos de vitamina A, expresan
marcadores de musculo liso, mientras que sobreviene la producciéon de ECM,

resultando en un proceso fibrético que eventualmente lleva a la cirrosis.!

Colangiocitos

Los colangiocitos son células epiteliales biliares, las cuales, como los hepatocitos,
se originan de hepatoblastos durante el desarrollo embrionario. En la red biliar,
que comienza con los canaliculos biliares ubicados entre las membranas de los
hepatocitos adyacentes, la bilis fluye hacia la periferia del I6bulo clasico y entra en

los pequefios conductos o canales terminales de Hering.*?

Células de Pit

Estas células se nombran células natural killer (NK), asociadas al higado.
Representan una forma modificada morfolégica y funcionalmente de células NK
del flujo sanguineo. Se encuentran localizadas dentro del lumen del sinusoide,
cercanamente adhiriéndose a las células endoteliales y a las células de Kupffer, a
menudo extendiendo seuddpodos bien desarrollados, lo cual sugiere migracion
entre la pared sinusoidal. Pueden matar patdégenos que invaden y también células
transformadas, esto lo realizan a través de un repertorio sofisticado de receptores
de activacion e inhibicién, debido a que su actividad citotoxica es controlada de

manera muy delicada.'?1®
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Figura 5. Células presentes en el higado. Se muestran las principales células que conforman el higado, las
células endoteliales, las células natural killer, las células de Kupffer, las células estelares y los hepatocitos con
sus canaliculos biliares.*

Estrés oxidante en la patogénesis de las enfermedades hepéaticas

El estrés oxidante es definido como un desequilibrio entre la produccion de
radicales libres y el sistema antioxidante, el cual esta encargado de mantener la
homeostasis del organismo. Los radicales libres son atomos o moléculas con uno
0 mas electrones desapareados, asi, los radicales aniones o radicales cationes

son, por definicion, radicales libres.6-18

Durante el metabolismo hepético se producen diferentes radicales libres,
incluyendo especies reactivas de oxigeno (ROS), especies reactivas de nitrégeno
y especies reactivas de azufre. Los radicales libres producen peroxidacion lipidica
(LPO), ademas de dafo a las proteinas, al DNA y RNA. EIl estrés oxidante
contribuye a la fibrogénesis, incrementando citocinas perjudiciales, tal como el
factor de crecimiento transformante beta (TGF-B), interleucina 6 (IL-6), y el factor
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de necrosis tumoral alfa (TNF-a). Ademas, el TGF- incrementa la produccién de
ROS en células endoteliales, células epiteliales, células del musculo liso y los

fibroblastos.17:19

Fibrosis hepatica

La fibrogénesis es vista como un proceso dinamico relacionado al grado de dafio
del parénquima hepatico. Implica que diferentes desordenes fibrogénicos,
identificados como degenerativos, sean considerados como resultado de eventos
tales como un dafio reiterativo al tejido e inflamacién cronica. Las causas
principales de fibrosis hepética en paises industrializados incluyen infeccion del
virus de la hepatitis C (HCV), el abuso del alcohol y la esteatohepatitis no
alcohodlica (NASH). La fibrosis hepatica esta asociada con alteraciones en la
cantidad y composicién de la ECM. En estados avanzados, el higado contiene
aproximadamente 6 veces mas de lo normal de ECM, incluyendo colagena (I, Il y
IV), fibronectina, undulina, elastina, laminina, hialuronano y proteoglicanos; su
acumulacion se debe tanto al incremento en la sintesis y la disminucion de la

degradacién.?0-22

Una compleja interaccion entre los diferentes tipos celulares hepaticos interviene
en la fibrogénesis hepética (Figura 6). Los hepatocitos son blancos para la
mayoria de los agentes hepatotdxicos, incluyendo los virus de la hepatitis,
metabolitos del alcohol y &cidos biliares. Los hepatocitos dafiados liberan ROS y
mediadores fibrogénicos, e inducen el reclutamiento de células inflamatorias. La
apoptosis de hepatocitos estimula las acciones fibrogénicas de miofibroblastos
hepaticos. Las células inflamatorias, ya sean linfocitos o células
polimorfonucleares, activan a las HSCs a secretar colagena; las HSCs secretan
citocinas inflamatorias, expresan moléculas de adhesion, y modulan la activacién
de linfocitos. Por lo tanto, hay un circulo vicioso, en el cual las células inflamatorias

y fibrogénicas se estimulan unas a otras.'42°
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Figura 6. Mecanismos celulares de la fibrosis hepatica. Los de agentes hepatotéxicos producen mediadores
gue inducen acciones inflamatorias en diferentes tipos celulares hepaticas. Los hepatocitos liberan citocinas
inflamatorias y factores solubles que activan las células de Kupffer y estimulan el reclutamiento de las células
T activadas. En este medio inflamatorio estimula la activacion de HSCs residentes en miofibroblastos
residentes. Las HSCs activadas también secretan citocinas que perpetdan su estado activado. Si la lesién
hepética persiste, se produce la acumulacién de HSCs activadas y miofibroblastos, sintetizando grandes
cantidades de ECM y produciendo fibrosis tisular. Si se elimina la causa de la lesion hepética, hay resolucién

de la fibrosis.2°
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Cirrosis

La cirrosis hepatica (Figura 7) es la via patologica comun final del dafio hepatico
derivado de una amplia variedad de enfermedades hepaticas cronicas,
caracterizada por una extensiva fibrosis causada por alguna enfermedad cronica
hepética, con la formacion de nddulos de regeneracion, flujo sanguineo alterado y

riesgo de falla hepatica.?®

La fibrosis describe la encapsulacion o reemplazo del tejido dafiado por una
cicatriz de colagena; ésta resulta de la perpetuacion de la respuesta normal de la
cicatrizacion de la herida, resultando en una continuacion anormal de la
fiborogénesis. La cirrosis es una etapa avanzada de la fibrosis hepatica,
acompafiada de una distorsion de la vasculatura hepética. Las principales
consecuencias clinicas de la cirrosis son la pérdida de la funcion hepética, un
incremento en la resistencia intrahepatica (hipertension portal), y el desarrollo de

carcinoma hepatocelular.®

healthy liver cirrhosis

Figura 7. Higado sano e higado cirrético. Un higado normal que no muestra signos de cicatrices, mientras que
el higado cirrético muestra tejido cicatricial que reemplaza el tejido hepatico normal.?*

Modelo hepético inducido por la tioacetamida (TAA)

Existe un gran niamero de compuestos quimicos conocidos que inducen la fibrosis
hepética y, por lo tanto, son usados cominmente para establecer modelos
animales para estudiar este patron particular de lesiones. En la mayoria de las
ocasiones, la inyeccion intraperitoneal de estos compuestos quimicos
desencadena fibrosis hepatica en un corto tiempo.
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La TAA es un compuesto organosulfurado que tiene una férmula quimica C2HsNS
y es considerado carcindgeno (clase 2B). La TAA es un polvo sélido, cristalino,
soluble en agua y en alcohol, el cual funciona como una fuente de iones sulfuro en
la sintesis de compuestos organicos. Inicialmente, la TAA se utilizd para controlar
la descomposicién de los citricos, especialmente la naranja, debido a su actividad
fungicida. La TAA (Figura 8) requiere bioactivacion de sus metabolitos toxicos para
causar dafio hepatico. La dosis letal (LD50) en ratas y ratones después de la
administracion oral e intraperitoneal es de aproximadamente 300 mg/kg de peso
corporal. La TAA es primero oxidada a TAA-S-oxido (TAASO) y después a TAA-
S,S-6xido (TAASO2), los cuales son intermediarios con naturaleza toéxica;
permitiendo el proceso de oxidacion, llevando a estrés oxidante en células
hepaticas y finalmente ocasionar fibrosis centrilobular y dafio hepatico. Este
proceso puede ser llevado a cabo por enzimas del citocromo P450, la isoforma
CYP2E1 o monooxigenasas que contienen FAD.?>-27
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Figura 8. Metabolismo de la tioacetamida. Modelo simplificado para la transformacion de metabolitos nocivos
de tioacetamida (TAA) y sus efectos en los hepatocitos.?®
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Propiedades antioxidantes del café
Los compuestos fendlicos de las plantas tienen propiedades antioxidantes, son
agentes quelantes y modulan la actividad de diferentes sistemas enzimaticos, por

lo que actlan en la dieta principalmente como factores que promueven la salud*’.

El consumo de café se asocié con una menor prevalencia de cirrosis en un
analisis epidemiolégico seguido durante 10 afios de 128,934 pacientes
hospitalizados con cirrosis,?® donde se detectdé una relaciéon inversa entre el

consumo de café y el riesgo de desarrollar cirrosis hepatica.829-31

Consumo de café en México

De acuerdo a la Profeco (Procuraduria Federal del Consumidor), el 85 % de los
mexicanos toman de una a tres tazas al dia y son los hombres quienes consumen
mas: 3 tazas frente a 2 que toman las mujeres; segun la FIRA (Fideicomisos
Instituidos en Relacion con la Agricultura), en México el consumo de café aumenta
2 % cada afo. México consume café por debajo de otros paises, pese a que el
consumo per capita sigue aumentando, pues paso6 de 1.4 kg a 1.6 kg a principios
de 2018, de acuerdo a datos presentados en la Expo Café. A nivel mundial, Brasil
tiene un consumo per capita de café de 6 kg, mientras que en Estados Unidos es
de 4.5 kg; en la Unidn Europea es representado por Francia e lItalia, con un

consumo per capita de 5.6 kg y 5.1 kg, respectivamente.3?

Historia de la cafeina

Sin importar qué criterio se aplique, la cafeina es la droga mas popular del mundo
y su consumo supera ampliamente al de la nicotina y el alcohol. Es la Unica
sustancia psicoactiva adictiva que ha superado la resistencia y desaprobacion en
todo el mundo, al grado en que se encuentra disponible libremente casi en todas
partes, sin regulacion; se vende sin permiso, se ofrece sin receta en tabletas y
capsulas, e incluso se afiade a las bebidas destinadas a los nifios. En seguida se

muestra el promedio del contenido de cafeina en bebidas y comidas (Figura 9).3334
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Figura 9. Contenido promedio de cafeina en alimentos estimulantes. La cafeina es un constituyente natural del
café y otras especies de plantas, también se adiciona en bebidas y alimentos.3*

Aun cuando las plantas que contienen cafeina pueden haber sido empleadas por
sus efectos farmacoldgicos antes de la historia registrada, solo se aislo y se dio
nombre a la sustancia cuando en el siglo XIX, el interés por la quimica de la
plantas florecid en Europa, en especifico, a través de un joven médico aleman,
Runge, quien, como resultado de su encuentro con el septuagenario Johann
Wolfgang von Goethe, mostr6 una curiosidad cientifica y un gran poder de
observacion que presagiaban su creativa carrera en la quimica analitica. Afos

después, esto posibilité a Runge el poder obtener de Goethe la audiencia que
llevaria al descubrimiento de la cafeina.33

Sigue vigente el hecho de que la cafeina fue revelada al mundo por primera vez
como resultado del encuentro entre un cientifico y un poeta; un origen
curiosamente simbdlico cuando se piensa en el vasto panorama de la historia de

las drogas que, sin duda, abarca muchisimo de los dispares mundos de la ciencia
y la cultura.®?

Existe un mito del pastor etiope Kaldi y sus cabras bailadoras, donde se habla del
encuentro con el café ocurrido en Etiopia, ubicado justo al otro lado del estrecho
pasaje del Mar Rojo, quien al notar los efectos tonicos en su rebafio cuando

probaron las brillantes bayas rojas de una mata verde con flores olorosas, decidio
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masticar las frutillas. Luego decidio llevar las bayas a un santon islamico de un
monasterio cercano, pero el santén no aprobé el uso de esto y las arrojé al fuego,
del que surgié una oleada de un tentador aroma. Con rapidez sacé de entre las
brasas los granos tostados, los molié y disolvié en agua caliente, asi obtuvo la

primera taza de café del mundo.3?

Abdal Al-Qadir al-Jaziri (1558) escribié la mas antigua historia del café que haya
sobrevivido hasta nuestros dias. Explicaba que, a principios del siglo XVI, oy6
hablar por primera vez de una bebida llamada gahwa que estaba siendo usada por
los sufies y otros para ayudarlos a permanecer despiertos durante sus plegarias.
Atribuyd la introduccion y difusién del café a al-Din Abu (Dhabhani). Quizas nunca
se descubra, pero concuerdan los historiadores arabes en que la bebida de café
como la conocemos empieza aparentemente a mediados del siglo XV en algun

lugar de Yemen o cerca de él en una orden sufi.

La difusiébn del café a partir de su consumo devoto por los sufies hasta su
consumo secular fue natural. Antes de dar inicio al dhikr o conmemoracion ritual
de la gloria de Al4, los sufies compartian el café en una ceremonia: lo bebian cada
lunes y viernes por la tarde, vertiéndolo en una gran vasija hecha de arcilla roja. Lo
daban a beber a todos, mientras recitaban una de sus férmulas usuales: “No hay
mas Dios que Dios, el Maestro, la Clara Realidad”. Gracias al ejemplo de los
conclaves sufies, nacieron las kahwe khaneh o casas de café (Figura 10), las que,
a medida que proliferaron, sirvieron como foros para extender el café mas alla del
circulo de las devociones, hasta su uso general en las capitales islamicas. En
1555, tanto el café como la casa de café fueron llevados a Constantinopla por
Hakam y Shams, negociantes sirios de Alepo y Damasco, respectivamente.33
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Figura 10. Fotografia de la casa de café Jardin de |'Eden, en Esmirna. El letrero de fondo dice: “Jardin del
Edén”. Esa casa de café es tipica de los establecimientos de primera categoria situados en los mejores
vecindarios de las grandes ciudades en todo Levante.33

Muchas de las convenciones establecidas en las primeras casas de café siguen
siendo sellos caracteristicos de nuestros cafés y cafeterias en la actualidad. Los
poetas y otros escritores iban a leer sus obras, el ambiente estaba lleno de los
sonidos de los animados coloquios sobre ciencias y artes, y como en la Inglaterra
de la casa de café, llegd a ser —a falta de peridédicos— el lugar donde la gente se
reunia para enterarse y discutir sobre los ultimos acontecimientos sociales y

politicos. En la Tabla 1 se presenta la historia del café como resumen.333%

El origen de la palabra café

Una teoria etimoldgica que cuenta con el apoyo de muchos académicos es que la
palaba arabe gahwa proviene de una raiz que significa “hacer algo repugnante o
disminuir el deseo de alguien por algo”. Una segunda teoria que se ofrece de la
palabra café la vincula con el territorio de Kaffa (que ahora normalmente se
pronuncia Kefa), en Etiopia, una de las regiones de Africa. Algunos dicen que
debido a que la planta creci6 primero en esa region y posiblemente ahi se prepar6
por primera vez la infusion de sus granos como bebida, los arabes le dieron el

nombre de ese lugar.3
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La teoria etimologica méas fabulosa combina una fantasia arabe divina, o
demoniaca, y lo maravilloso, donde acepta que el café recibié su nombre de Kaffa
y, al mismo tiempo, vincula la palabra gahwa, en el sentido de “no desear mas”,
con el nombre de la region. La idea se basa en varios cuentos islamicos que

derivan del nombre Kaffa de la misma raiz arabiga para “ya basta”.3

Figura 11. Planta de café. Granos de café. lbrik o jarra para hacer cocer el café. Taza para beber.
Instrumentos para tostar el café. Los dos paneles de grabado muestran la planta de café, los granos tostados
y los primeros accesorios y utensilios empleados en el Medio Oriente para preparar bebida.33
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Tabla 1. Acontecimientos historicos del café.3®
Ao

600-800

1000

1000-1600

1475

1607
1615

1600s

1675

1700

1727

1773

1901

1903

1927

1946
1958

1990

Ahora

Evento

Café descubierto en Etiopia.
Comerciantes arabes inventan la bebida
del café cuando hierven los granos.

Café cultivado y asado exclusivamente en
Arabia. Las primeras tiendas de café
abrieron en Mecca en la Edad Media.

El café en camino a Europa: primera
tienda de café Kiva Han abre en
Constantinopla después de que el café
fue introducido por los turcos otomanes en
1453.

Introduccion del café en Norte América.
Comerciantes venecianos trajeron café a
Europa.

Primeras casas de café europeas abren:
Italia, 1645; Inglaterra, 1652; Paris, 1672;
Viena, 1675; Berlin, 1721.

El habito de refinar la elaboracion filtrando
los granos, endulzandolos y agregando un
poco de leche nace en Viena.

Las colonias francesas y britanicas
introducen el plantio de café a
Sudameérica y Centroamérica.

Empezé la industria brasilefia de café.

El motin del té en Boston hace que beber
café sea un deber patriético en América.
Primer café soluble fue inventado por los
guimicos japoneses-americanos Satori
Kato.

Primer café descafeinado fue inventado
en Alemania.

Se introdujo la primera maquina de
expreso que producia crema de espuma.
El capuchino nacio en ltalia.

Se desarroll6 la primera maquina de café
con filtro de goteo.

Un fendmeno: las tiendas de café en
Norteamérica.

Uso generalizado de maquinas de café de
un solo servicio.
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Té

Debido a que el té ha sido excepcionalmente prominente en la vida china desde
hace mucho tiempo, el esfuerzo por encontrar su origen en el remoto pasado fue
inevitable. Dicho esfuerzo se hizo realidad en la leyenda de Shen Nung, el primer
emperador de China, personaje honrado como el inventor del arado y la
agricultura, expositor de las propiedades curativas de las plantas y, lo mas
importante para nuestra historia, descubridor del té. De acuerdo con la leyenda,
Shen Nung se sentd a la sombra de un arbusto para descansar en las hojas de
mas calor. Decidi6 refrescarse encendiendo una hoguera e hirviendo un poco de
agua para beberla, practica que habia iniciado después de notar que quienes
bebian agua hervida enfermaban con menor frecuencia que los que la bebian
directamente del pozo. Alimentd al fuego con ramas de un arbusto de té y una
brisa hizo caer algunas de las hojitas en su jarra, cuando Shen Nung bebi6 la
infusidon resultante, fue el primero en disfrutar los estimulantes efectos y lo

delicado y refrescante del té.3?

Ladrillos de té

Para hacer ladrillos —o0 bloques— de té, se golpeaban, moldeaban y presionaban
hojas dentro de un molde y luego se colgaban sobre un hoyo al aire libre para
secarlas con un fuego de lefia de madera noble o carbén. Cuando estaban listas,
se colocaban los ladrillos en canastos atados al extremo de una pértiga para su
entrega en todas partes del pais. En tiempos antiguos se mascaban los ladrillos de
hojas prensadas; en épocas posteriores se ponian a hervir con cebolla, jengibre,
azufaifas, cascara de naranja, cerezas silvestres o menta, o también con arroz,

especias o leche.

Cuando China cay6 bajo el dominio de los mongoles, el té entré en decadencia
como fuerza cultural. Posteriormente, la importancia del té retorndé con la
reafirmacion del poder imperial nativo durante la dinastia Ming (1368-1644). En
esa época, el té se preparaba remojando primero la hoja curada en una taza.
Algunos bebedores ricos de té colocaban un disco de plata de filigrana en la taza

para mantener las hojas en el fondo. Durante ese periodo se desarrollaron nuevos
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métodos para curar la hoja de té, con el resultado de que, cuando llegaron los
viajeros de Occidente, encontraron hojas fermentadas en diversos grados, que

errébneamente creyeron de diversas especies: té negro, té verde, té oolong.33

Asimismo, durante el periodo Ming, el té ascendi6 a su plena posicion como placer
ritual y refrigerio espiritual que trascendia la condicibn de comestible ordinario,

posicién que todavia ocupa hoy en dia.33

Figura 12. Fotografia de unos tibetanos que cargan ladrillos de té de China, donde obtuvieron mediante el
trueque. Avanzaban unos diez kilbmetros al dia con sus cargas de 135 kilogramos de la mercancia, que en su
pais se consideraba una necesidad.3?

Chocolate

Erroneamente se cree que el uso de los granos de cacao tuvo su origen entre los
mayas de Mesoamérica, pero recientes descubrimientos revelan que los olmecas
(1500 a 400 antes de nuestra era), miembros de la primera gran civilizacién
americana que habitaron en las fértiles tierras bajas costeras de México, cientos
de afios antes de que llegaran los mayas, cosechaban unas vainas de cacao
silvestres con las que preparaban una bebida de chocolate. Muy posiblemente
fueron ellos los primeros que cultivaron el arbol. Los primeros mayas (1000 a.C. a
250 d.C.) fueron el segundo pueblo que cultivé el cacao, al que hirvieron, esto en
la peninsula de Yucatan. Después de la desaparicion maya, en el siglo IX de
nuestra era, el chocolate fue una bebida de los toltecas, quienes florecieron del

siglo X al XllI, y los aztecas, cuyo ascenso comenzo en el siglo XIl. Fueron manos
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aztecas las que sirvieron por primera vez el chocolate a los conquistadores

esparfioles a comienzos del siglo XVI.33

Los mayas fueron el primer pueblo del continente americano que llevo registros
histéricos, si bien la mayoria de esos registros se perdieron cuando los
conquistadores y misioneros erradicaron todo rastro de la religion y la cultura
nativas que pudieron encontrar. No obstante, debido a su lejania y a la densa
selva, asi como a lo inhGspito del territorio de los alrededores, las ruinas de
algunas ciudades mayas antiguas permanecieron desconocidas hasta el siglo XIX
y, por lo tanto, escaparon a la destruccion sistematica llevada a cabo por los
invasores europeos. Las inscripciones mayas supervivientes en vasijas, jade,
huesos, piedras y muros de los palacios hicieron su aparicién hasta el afio 50
antes de nuestra era para narrar la historia de los linajes reales, desde esa época
hasta la conquista espafiola. Es posible que los mayas también hayan elaborado
libros en papel de corteza en los que registraban los inventarios de sus recetas,
pero seguramente desaparecieron en el humedo calor del trépico. El Unico registro
que se conserva sobre el uso del cacao durante el periodo Maya Clasico (250-900
d.C.) son las vasijas decoradas descubiertas en las tumbas de los poderosos,
donde se describe que los mayas usaban el cacao como moneda corriente en
todos sus dominios y los precios se fijaban en granos; por ejemplo, ocho a diez

granos por un conejo, cien por un esclavo, cuatro por una calabaza.®?

Alonso Molina publico el primer diccionario del nahuatl al espafiol y consigna que
la paga diaria de un cargador en el México central era de cien granos. Podemos
darnos una idea del costo de la vida para la poblacién nativa de la época y del
costoso lujo que debié de ser el cacao para el campesino maya medio. Cuando los
mayas fueron derrotados por sus enemigos, los aztecas, entre los articulos de

tributo que se les impusieron estaban los sacos de cacao.®?

Los relatos del salvajismo de los primeros mesoamericanos abundan. Antes de
sacrificar un prisionero a su diosa del sustento, los mayas —que se establecieron
en Chichén Itza, ciudad de la peninsula de Yucatan que llegé a ser el centro de la

cultura, producto de la mezcla maya y mexica— le servian hospitalariamente una
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taza de chocolate frio espeso, con la esperanza de ocasionar un literal cambio de
corazoén; creian que, una vez vacia la copa, el corazon, transformado en vaina de
cacao, estaba maduro para sacarselo del pecho y quemarlo como ofrenda. Los

conquistadores espafioles se impresionaron.33

Los origenes de las palabras cacao y chocolate

La palabra cacao se deriva kakawa, que se cree tuvo su origen en lo que los
linglistas recientemente decidieron que era la lengua olmeca, integrante de la
familia mixe-zoque de lenguas, fuente de muchos préstamos importantes para las
lenguas mesoamericanas posteriores. Aungue no se conserva texto alguno de ese
periodo, los especialistas atribuyen por inferencia de la palabra kakawa al

vocabulario olmeca de alrededor del afio 1000 antes de nuestra era.33

El primer glifo, ka, representa un peine o una pluma; el segundo, que también se
pronuncia ka, representa una aleta de pez, y el tercero, w(a), es simplemente el
signo de una w final. La palabra inglesa chocolate, que designa varias
preparaciones de cacao, tiene una relacion etimolégica incierta con el cacao. Se
deriva del uso espafiol chocolatl, que aparecido por primera vez en el Nuevo
Mundo, en algiin momento después de 1650, pero nadie parece saber como o por
qué la palabra azteca para chocolate, cacahuatl, formada con la combinacién del
maya kakawa con la palabra atl, que significa agua, fue reemplazada por

chocolatl.3?

Propiedades hepatoprotectoras del café y la cafeina

El café es una de las bebidas mas frecuentemente consumidas alrededor del
mundo. El consumo de mas de tres tazas por dia ha sido inversamente
relacionado con la incidencia de enfermedades del higado, fibrosis/cirrosis y el
desarrollo de carcinoma hepatocelular en pacientes con o sin virus de la hepatitis
B y/o C.36

La evidencia que el consumo de café tiene un efecto protector en enfermedades
cronicas del higado se ha determinado durante las décadas pasadas. Estudios
epidemioldgicos han mostrado que el consumo de mas de dos tazas de café al dia

estaba asociado con niveles menores de alanino aminotransferasa en suero.3’
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El principal compuesto farmacoldgico activo en el café es la cafeina, la cual se
sabe que tiene efectos en diferentes funciones incluyendo la estimulacién del
sistema nervioso central. Existe evidencia que muestra que la cafeina ejerce
efectos beneficiosos en el higado. La cafeina mostré propiedades antioxidantes y
de proteccion a membranas en contra del dafio oxidativo, principalmente previene
la fibrosis experimental inducida con la TAA, este efecto es principalmente debido
al bloqueo de la expresion de la citocina fibrogénica TGF-38, lo cual conduce en
una regulacion a la baja de la sintesis de proteinas de matriz extracelular.
También se observd que la cafeina puede bloquear la expresion de a-SMA 'y por
lo tanto se evita la activacién de las células estelares, ya que éstas una vez
activadas, incrementan la produccién de colagena fibrilar y son los principales
tipos celulares encargados de la produccion de matriz extracelular en el tejido

hepatico dafiado®.
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JUSTIFICACION

En México, las enfermedades del higado se encuentran dentro de las seis
principales causas de muerte en poblacion de 30 a 60 afios. Lamentablemente no

existe tratamiento para este padecimiento.

A la cafeina se le han atribuido caracteristicas hepatoprotectoras y, por lo tanto, en
este proyecto nos planteamos evaluar la capacidad de esta molécula para detener

la progresion de la fibrosis inducida con TAA en la rata.
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HIPOTESIS

Debido a que se ha demostrado que la cafeina tiene propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias y es capaz de impedir el desarrollo de la fibrosis, se presume que
este alcaloide sera capaz de evitar la progresion del dafio cronico inducido

mediante la administracion de TAA.
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OBJETIVOS

Objetivo general
e Evaluar la capacidad de la cafeina para evitar la progresion de la fibrosis

hepatica experimental.

Objetivos particulares

e Evaluar la capacidad antioxidante, antiinflamatoria y antifibrética de la
cafeina en un modelo de fibrosis, inducida con la TAA.

e Llevar a cabo un analisis histopatologico para determinar la capacidad de la
cafeina de impedir alteraciones en el parénquima hepatico inducidas
mediante la administracion de la TAA.

e Determinar los posibles mecanismos de accién por los cuales actlua la
cafeina para evitar la progresion del dafio crénico inducido mediante la

administracion de la TAA en la rata.
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MATERIALES Y METODOS

Materiales y seres vivos

Se utilizaron ratas Wistar macho de 100 + 20 g de peso corporal. Se indujo fibrosis
con la administraciéon de TAA a una dosis de 200 mg/kg por via intraperitoneal
cada tercer dia, durante 6 semanas, donde a partir de la cuarta semana se

empezo a administrar cafeina a una dosis de 50 mg/kg por via oral diariamente.

En seguida se muestran los grupos que se tenian para evaluar la capacidad de la
cafeina para evitar la progresion de fibrosis hepatica (Figura 13).

TAA
< >

Semanas 1 2 3 4 5 6
< >
CAFEINA

Figura 13. Esquema del disefio experimental.

Grupo 1. Control (solucion salina)

Grupo 2. Dafio TAA por 3 semanas (200 mg/kg tres veces por semana)

Grupo 3. Dafio TAA por 6 semanas (200 mg/kg tres veces por semana)

Grupo 4. TAA + Cafeina

Grupo 5. Cafeina (50 mg/kg diariamente)

Los animales tuvieron libre acceso a alimento y se mantuvieron en ciclos de 12 h

luz/oscuridad. Posteriormente se anestesiaron las ratas con un coctel de ketamina
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y xilacina, después se sacrificaron por exanguinaciéon y se colectd la sangre por

puncién cardiaca.

Las siguientes son las determinaciones bioquimicas en el plasma e higado:

Las ratas fueron sacrificadas por exanguinacion, realizando una puncién
cardiaca a las 6 semanas de haber empezado el tratamiento; éstas fueron
anestesiadas con un coctel de ketamina a una dosis de 100 mg/kg y
xilacina a una dosis de 8 mg/kg, en una proporcion de 1:3. La sangre fue
centrifugada a 3000 rpm durante 15 minutos para separar el suero, por lo
gue se determinaron los siguientes parametros, la actividad de las enzimas
ALT, FA y y-GTP. Posteriormente se extrajo el higado para realizar pruebas
y determinar el glucégeno presente, el GSH y la coldgena. Ademas, se
obtuvieron muestras para después ser procesadas y realizar un analisis
histopatoldgico, en donde se realizaron tinciones de hematoxilina y eosina,
al igual que de tricromica de Masson. También se llevaron a cabo
inmunohistoquimicas de TGF-B,-a-SMA y P-65, se determinaron proteinas
por medio de western blot, como lo son TGF-B,-a-SMA, P-65, 4-HNE, IL-18,
TNF-a, y por ultimo se determind la actividad de las MMP-9 y MMP-2.

A continuacién se presenta un esquema representativo del protocolo a seguir.
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-FA
-ALT
-y-GTP

Tratamientos

Figura 14. Metodologia que se llevé a cabo.

Bioquimica
-Glucégeno
-LPO
-GSH
-Colagena
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-HE
-T™M
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Western blot
-TGF-B
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-P-65
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-IL-1B
-TNF-a
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Zimograma
-MMP-9
-MMP-2

N

Inmunohistoquimica

-TGF-B
-a-SMA
-P-65
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Técnicas

Determinacion de la actividad de ALT

La ALT es una enzima ampliamente distribuida en el organismo, especialmente en
ciertos 6rganos como el higado, el corazoén, el riién, etc. Se localiza en el
citoplasma del hepatocito y se considera que la elevacion de esta enzima en el

suero sanguineo indica necrosis.

Se describe a continuacion la técnica

Se colocan tres series de ocho tubos de 15X150 mm y en cada tubo se adicionan

Blanco (mL) Problema (mL)
Solucién de sustrato 0.25 0.25
Suero problema 0.25

Se mezclo, se agitdé suavemente y se incub6 a 37 °C durante 60 min.
Reactivo cromoégeno 0.25 0.25
Suero problema 0.050
Se incubd a 37 °C durante 15 min
Se paré la reaccién con

2.5 2.5
NaOH 0.4 N

Se ley6 a 515 nm

En la tabla 2 se indican los reactivos y cantidades empleadas para preparar los
distintos puntos de la curva estandar de calibracion. Cada punto (concentracion

conocida del producto) se realiz6 por duplicado.
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Tabla 2. Curva de calibracion de ALT.

Curva estandar de calibracion de la ALT

Tubo | Solucion Solucion Buffer de Reactivo NaOH pmoles
sustrato estandar de fosfatos = cromégeno | 0.4N (ml) de
(uh piruvato (ul) (ub (uh piruvato
1 250 - 50 250 2.5 -
2 225 25 50 250 2.5 0.025
3 200 50 50 250 2.5 0.05
4 175 75 50 250 2.5 0.075
5 150 100 50 250 2.5 0.1
6 125 125 50 250 2.5 0.125
7 100 150 50 250 2.5 0.150

Se prepararon las siguientes soluciones:

1.- Buffer de fosfatos 0.1 M, pH 7.4. Se mezclaron 840 ml de solucion 0.1 M de
fosfato disddico con 160 ml de solucion 0.1 M de fosfato monopotasico.

2.- Solucion de sustrato: Se disolvieron 1.78 g de D/L alanina y 30 mg de acido
alfaoxoglutarico en solucién buffer; se afiadieron 0.5 ml de hidroxido de sodio 1 N

y se completaron hasta 100 ml con solucion buffer. Se conservo a 4 °C.

3.- Reactivo cromégeno: Se disolvieron 200 mg de 1,4 dinitrofenilhidrazina en
acido clorhidrico 1 N caliente y se completé hasta un litro con HCI 1 N y asi la

solucién que se preparé es 1 mM.

4.- Solucién estandar de piruvato: (1 umol/ml) Se disolvieron 11 mg de piruvato

sédico en 100 ml de solucién buffer. Se prepard el mismo dia que se utiliz6.
Después se agitaron los tubos y se leyeron a 515 nm en un espectrofotometro.

Posteriormente, los valores obtenidos de las absorbancias se alinearon con sus
concentraciones y se usO la ecuacion de la recta y =mx+ b, en donde y
corresponde a cada uno de los valores de absorbancia obtenidos en la lectura de
las muestras de plasma sanguineo, m la pendiente de la recta, b la ordenada al

origen, y x corresponde al valor de concentracion desconocido.
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Gréfica 1. Curva para la determinacion de la actividad de la enzima ALT. Se muestra la ecuacion de la recta y
el coeficiente de determinacion.
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Determinacion de la actividad de la FA

La FA es una enzima que se encuentra en todos los tejidos corporales. Los tejidos
gue contienen una cantidad mas elevada de FA son el higado, las vias biliares y
los huesos. Una elevacién en la actividad de la FA indica un alto grado de

colestasis.

Se colocaron dos series de ocho tubos de 15X150 mm y en cada tubo se

adicionaron:

e 250 pL de buffer de glicina 0.1 M-MgCl2 1 mM, pH 10.5.

e 250 pL de sustrato para nitrofenilfosfato

Previa incubacion por 5 minutos a 37 ° C, se inicia la reaccién con 50 uL de suero

Yy se mezcla suavemente.

Se incuba por un lapso de 30 minutos, se detiene la reaccion con 5 mL de NaOH
0.02 N.

Al término de incubacion, se realiza la lectura a una longitud de onda de 410 nm,

se cuantifica la para-nitroanilina producida mediante la curva estandar.
Se hace un blanco sustituyendo los 50 pL de suero por agua

En la tabla 3 se indican los reactivos y cantidades empleadas para preparar los
distintos puntos de la curva estandar de calibracion. Cada punto (concentraciéon

conocida del producto) se realiz6 por duplicado.

Tabla 3. Curva de calibracion de la FA.

Curva estandar para la fosfatasa alcalina

Tubo Solucién 2 (ml) Soluciéon 3 (ml) Sustrato hidrolizado (umoles)

1 0 5.5 0

2 0.5 5 0.025
3 1.0 4.5 0.050
4 2.0 3.5 0.10
5 3.0 2.5 0.15
6 4.0 1.5 0.20
7 5.0 0.5 0.25
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Se prepararon las siguientes soluciones:

1.- p-nitrofenol 10 pmoles/ml. Se pesaron 34.77 ml de p-nitrofenol en 25 ml de

agua.

2.- Solucion 2. Se tomaron 0.5 ml de la solucién de p-nitrofenol y se lleva a 100 ml
de NaOH 0.02 N.

3.- NaOH 0.02 N.

Posteriormente se agitaron los tubos y se leyeron a 410 nm en un
espectrofotometro. Luego de obtener las absorbancias, se les asigné su valor de
concentracion, después se construyé la ecuacion y =mx + b, en donde y
corresponde a cada uno de los valores de absorbancia obtenidos en la lectura de
las muestras de plasma sanguineo, m la pendiente de la recta, b la ordenada al

origen, y x corresponde al valor de concentracion desconocido.

FA

0.8

0.7 y =2.7098x - 0.0067
R*=0.9994
0.6

0.5
0.4

0.3

Absorbancia

0.2

0.1

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3

-0.1
Concentracion pmol

Gréfica 2. Curva de calibracién para la determinacion de la actividad de FA. Se muestra la ecuacion de la
recta y el coeficiente de determinacion.
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Determinacion de Y-GTP

La y—GTP es una enzima que, al igual que la FA indica colestasis. La funcion de
esta enzima es transferir grupos y—glutamil entre péptidos. Esta presente en la
membrana celular de muchos tejidos, siendo mas abundante en el higado, las vias

biliares y el pancreas.

Se colocaron dos series de nueve tubos de 15X150 mm y en cada uno se

adicionaron:

e 400 pL de Tris-HCI 200 mM a pH 8.2.
e 100 pL de MgCI2 200 mM

e 100 pL de glicil-glicina 40 mM, pH 8.2
e 200 pL de y-glutamil- paranitroanilida

Se incubo previamente por 10 minutos a 37 °C, se inicio la reaccion con 200 pL de

Suero.

En la tabla 4 se indican los reactivos y cantidades empleadas para preparar los
distintos puntos de la curva estandar de calibracién. Cada punto (concentracion

conocida del producto) se realiz6 por duplicado.

Tabla 4. Curva de calibracion de Y-GTP.

Tubo Solucion 1 (pl) H20 (ul) nmoles/ml | umoles/ml
1 50 1950 10 0.01
2 100 1900 20 0.02
3 150 1850 30 0.03
4 250 1750 50 0.05
5 375 1625 75 0.075
6 500 1500 100 0.1
7 750 1250 150 0.15
8 1000 1000 200 0.20

La solucién 1 se preparé de la siguiente manera:
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Se pesaron 13.8 mg de p-nitroanilina para llevarlos a 250ml con acido acético 1.5
M. Después se agitaron los tubos y se leyeron a 410 nm en el espectrofotometro.
En seguida se obtuvieron las absorbancias de las concentraciones conocidas de
p-nitroanilina y se construyo la ecuacion y = mx + b, en donde y corresponde a
cada uno de los valores de absorbancia obtenidos en la lectura de las muestras de
plasma sanguineo, m la pendiente de la recta, b la ordenada al origen, y x

corresponde al valor de concentracién desconocido.

y-GTP

16

y=6.7125x+0.0438
R?=0.9984

14

Absorbancia

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25
Concentracion pmol/mL

Gréfica 3. Curva de calibracién para la determinacién de la actividad de Y-GTP. Se muestra la ecuacién de la
recta y el coeficiente de determinacion.
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Determinacion de glutation reducido

Este pardmetro fue evaluado como indicador de estrés oxidativo a nivel
citoplasmatico. El fundamento de esta técnica se basa en la medicién de grupos
sulfthidrilo. En 1959, Ellman introduce el uso del &cido 5,5-ditio-bis-(2-
nitrobenzoico), también conocido como DTNB, un compuesto versatil, soluble en
agua, para la cuantificaciéon de grupos sulfhidrilo. EI DTNB reacciona con grupos
sulfhidrilo libres para producir una mezcla de disulfuro y &cido 2-nitro-5-
tiobenzoato (TNB). El sitio diana del DTNB es la base conjugada (R-S*) de un
grupo sulfhidrilo libre; por lo tanto, la velocidad de esta reaccion es dependiente de
varios factores: 1) el pH de la reaccion, 2) el pKa de los grupos sulfhidrilo y 3) los
efectos estéricos y electrostaticos. El TNB es la especie colorida (amarillo) en esta

reaccion; el coeficiente de extincion del TNB se observa a 412 nm a pH de 8.

e Se homogeneizaron 0.3 g de higado en 1.2 mL de solucion precipitante.

e Se centrifugaron por 20 min a 12000 rpm.

e Se tom6 0.1 mL de sobrenadante (por duplicado) mas 2.1 solucién de
fosfatos mas 0.25 mL de reactivo de Ellman.

e El blanco se realizé sustituyendo el sobrenadante de homogeneizado por
agua.

e Se agitaron y se leyeron a una longitud de onda de 412 nm.

En la tabla 5 se indican los reactivos y cantidades empleadas para preparar los
distintos puntos de la curva estandar de calibracién. Cada punto (concentracion

conocida del producto) se realizo por duplicado.
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Tabla 5. Curva de calibracion de GSH.

Tubo Vol. GSH Nmol NaHPO4 DTNB (ml)
(1) (ml)
B 0 0 2.2 0.25
1 10 10 2.19 0.25
3 50 50 2.15 0.25
4 100 100 2.10 0.25
5 250 250 1.95 0.25
6 450 450 1.75 0.25
7 650 650 1.55 0.25
8 850 850 1.35 0.25

Se prepararon reactivos previamente.

Reactivo de Ellman (DTNB)

Se pesaron 40 mg de &cido 5-5"-ditiobis nitrobenzoéico (DTNB), posteriormente se
preparé una solucion de citrato de sodio al 1 % en 100 ml de agua, finalmente se

disolvié el DTNB en la solucién de citrato.

Posteriormente se prepard una solucién de fosfatos Na2HPO4 0.3 M (disuelto en
agua).

La solucién precipitante se preparé con una solucion EDTA 5mM en TCA 5%.

Se agitaron las muestras y se leyeron en el espectrofotdmetro a una absorbancia
de 412 nm. Después de obtener las absorbancias de las concentraciones
conocidas de GSH, se construy6 la ecuacion y = mx + b, en donde y corresponde
a cada uno de los valores de absorbancia obtenidos en la lectura de las muestras
de plasma sanguineo, m la pendiente de la recta, b la ordenada al origen, y x

corresponde al valor de concentracién desconocido.
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Gréfica 4. Curva de calibracion para la determinacion de GSH. Se muestra la ecuacion de la recta y el

coeficiente de determinacion.
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Determinacion de la cantidad de proteinas hepaticas por el método de
Bradford

Se colocaron tres series de ocho tubos de 13X100 mm.

En una serie de ocho tubos, se tomaron 100 pL de homogenizado de
higado y se llevé a 1000 mL con agua tridestilada.

Se tomaron alicuotas para proteinas y se llevaron a 100 pL con agua en las
siguientes dos series de ocho tubos (de la dilucion anterior se tomaron 20
pL més 80 pL de agua destilada).

Se afadieron 2400 uL del reactivo de Bradford.

Se leyo la absorbancia del complejo colorimétrico a 595 nm.

Se prepard un blanco sustituyendo el homogenizado de higado por 100 pL

de agua.

En la tabla 6 se indican los reactivos y cantidades empleadas para preparar los

distintos puntos de la curva estandar de calibracién. Cada punto (concentracion

conocida de proteina) se realiz6 por duplicado.

Tabla 6. Curva de calibracion de proteinas.

Tubo Albtimina () Agua (pl) Bradford (mL)
1 0 100 2.4
2 5 95 2.4
3 10 90 2.4
4 20 80 2.4
5 25 75 2.4
6 30 70 2.4
7 35 65 2.4
8 40 60 2.4
9 45 55 2.4
10 50 50 2.4
11 60 40 2.4
12 80 20 2.4

Se prepararon las soluciones previamente:
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El reactivo de Bradford se prepard con 100 ml de acido fosférico al 85 %. Con 50
ml de alcohol etilico, 100 mg de azul de Coomassie, y esto se aford a un litro de
agua.

También se prepar6 albumina sérica bovina, siendo que por cada mg de albumina,
se disolvié en 1 mL de agua.

Posteriormente, se agitaron los tubos y se leyeron en el espectrofotometro a 595
nm, a partir de las absorbancias obtenidas se construy6 una curva de calibracion
y =mx + b, en donde y corresponde a cada uno de los valores de absorbancia
obtenidos en la lectura de las muestras de plasma sanguineo, m la pendiente de la
recta, b la ordenada al origen y x corresponde al valor de concentracion

desconocido.

Proteinas

0.45
0.4 R*=0.9991
0.35
03
0.25
0.2
0.15
0.1
0.05

Absorbancia

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Concentracion

Gréfica 5. Curva de calibracion para la determinacion de proteinas. Se muestra el coeficiente de
determinacion.
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Determinacion del grado de peroxidacion lipidica
El fundamento correspondiente a esta técnica se basa en el ensayo de sustancias
reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS), en donde el acido tiobarbittrico (TBA)
reacciona con el MDA, este ultimo es un dialdehido de tres carbonos, altamente
reactivo, generado como uno de los principales bioproductos de la peroxidacion de
acidos grasos poliinsaturados; de esta forma, el MDA que es la principal sustancia
reactiva al TBA, ataca al grupo metileno activo del TBA. Un mol de MDA reacciona
con dos moles de TBA en medio acido y a alta temperatura, por lo tanto, la
velocidad de la reaccion depende de la concentracibn de TBA, el pH y la
temperatura.
Se describe la técnica a continuacion:
o Reactivos:
e Tris-HCI 150 mM a pH 7.4.
e Acido tricloroacético (TCA).
e Acido tiobarbittrico (TBA) 0.375 % p/v en TCA al 15 % (se prepara en el
momento la cantidad necesaria).
o Se usaron dos series de tubos de 13 x 100 mm y una serie de 8 tubos de 22 x
175 mm.
o Se peso 0.5 g de higado y se homogeneizé en 5 ml de agua.
o Se tomaron 300 pl de homogeneizado al 10 % y se agregaron 700 pl de tris-HCI
.150 mM, pH 7.4 para completar a 1 ml.
o Se agregaron 2 ml de TBA al 0.375 %, disuelto en TCA al 15 %.
o Se pusieron en ebullicion por 45 minutos.
o Se centrifugaron a 3000 rpm por 10 minutos, se separa el sobrenadante y se
leyé a 532 nm.
o Serealizé un blanco con 1 ml de Tris-HCI 150 mM, pH 7.4.
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Determinacion de coldgena por medio de la hidroxiprolina

Este método se basa en la determinacion de hidroxiprolina (HP). Este aminoacido
no es esencia, sino producto de la hidroxilaciébn de la prolina, presente en la
coldgena. La HP es sometida a un proceso de oxidacion, dando como resultado la
formacion del acido pirrol- 2 carboxilico o pirrol; de esta forma, el reactivo de
Ehrlich (p-dimetilaminobenzaldehido), al reaccionar con el pirrol, forma un

complejo color rojo que se lee a 560 nm.

e Se pesaron 0.1 g de higado, previamente secado con papel filtro, y se
colocaron en una ampolleta.

e Se agregaron 2 ml de HCI 6 N y se sellaron las ampolletas con un mechero.
Posteriormente, se colocaron a 100 °C en el horno, durante 24 h.

e Una vez hidrolizada la muestra, se destaparon las ampolletas y se
colocaron nuevamente en el horno a temperatura de 60 °C, hasta que se
secaran.

e Las muestras ya secas se suspendieron con 2 ml de solucion
amortiguadora (sol. 1), se agitaron vigorosamente en el vortex y se vaciaron
en tubos de ensayo; las ampolletas se lavaron con la adicion de 1 ml de la
misma solucion.

e En un tubo, conteniendo una pequefia porcion de carbon activado, se
deposité el sobrenadante, se agité durante un minuto y se centrifugé a 3000
rpm por 15 minutos. Se repitié este paso, si el sobrenadante no quedaba
claro.

e Se tomo6 1 ml del sobrenadante mas 1 ml de agua y 1 ml de Cloramina T
(sol. 2); se dej6 reposar exactamente por 20 minutos a temperatura
ambiente. Se hizo un blanco, utilizando 1 ml de agua en lugar del
sobrenadante.

e Transcurridos los 20 min, se adicionaron 0.5 ml de tiosulfato de sodio
(Na2S203) 2 M, 1 ml de NaOH 1 N y aproximadamente 2 g de NaCl. Se

agité inmediatamente para detener la reaccion.
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e A cada tubo se le agregaron 6 ml de tolueno y se agité durante 1 min. La
fase de tolueno no se utilizé para la determinacion de prolina, pero la fase
acuosa se utilizo para la identificacion de HP.

e Se extrajo la capa de tolueno y se desechd. La proporcion acuosa se tap0 y
se coloco en un bafio de agua hirviendo durante 20 minutos.

e Los tubos se enfriaron 15 minutos en un refrigerador. Ya frios, se les
adicioné 6 ml de tolueno y se agité durante 1 minuto.

e Se prepararon 18 tubos de 15 x 150 mm, y de la fase de tolueno se
tomaron alicuotas por duplicado de 1 ml, se les agrego 4 ml del reactivo de

Ehrlich y se agitaron fuertemente.

e Se dejaron reposar durante 30 minutos para que se llevara a cabo la
reaccion colorida.

e Se ley6 a una longitud de onda de 560 nm.
Para la preparacion de reactivos se hizo de la siguiente manera:
Buffer de acetato de sodio-acido citrico pH 6
Solucién amortiguadora (Relacion para un litro)

e 50 g de &cido citrico
e 120 g de acetato de sodio (3H20).
e 34 de hidréxido de sodio.

e 15 ml de acido acético glacial
Solucién 2. Solucién de cloramina T (Relacion para preparar 10 ml)

e 0.141 g de cloramina T se mezclaron con 2 ml de agua destilada, 3
ml de etilenglicol y 5 ml de solucién amortiguadora. Esta solucién se

prepar6 en el momento que se usé.
Solucion 3. Reactivo de Ehrlich

e Se tomaron 27.4 ml de H2SOs4 concentrado y se agregaron

lentamente a 200 ml de alcohol absoluto.
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e Se pesaron 120 g de p-dimetilaminobenzaldehido y se disolvieron el

alcohol absoluto.

Solucién 4. Solucién de ninhidrina.

e Se pesaron 2.50 g de ninhidrina, se disolvieron en 60 ml de acido

acético glacial y 40 ml de acido fosférico 6N.

En la tabla 7 se indican los reactivos y cantidades empleadas para preparar los

distintos puntos de la curva estandar de calibracion. Cada punto (concentracion

conocida de hidroxiprolina) se realiz6 por duplicado.

Tabla 7. Curva de calibracion de hidroxiprolina.

Tubo HP uL Agua ml HP moles
1 10 1.99 10
2 30 1.97 30
3 50 1.95 50
4 70 1.93 70
5 100 1.90 100
6 150 1.85 150
7 200 1.80 200
8 300 1.70 300
9 400 1.60 400
10 500 1.50 500
B - 2.00 -
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Gréfica 6. Curva de calibracién para la determinacion de hidroxiprolina. Se muestra la ecuacion de la recta y el

coeficiente de determinacion.
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Determinacion de glucégeno hepético

La reaccion de color para medir la concentracion de carbohidratos presentes en el
higado por espectrofotometria se basa en el uso de la antrona, un compuesto que
se disuelve en acido sulfurico (H2SO4). EI medio acido hidroliza el enlace
glucosidico de los oligosacaridos; asi, los monosacaridos resultantes (furfural)
reaccionan con la antrona, dando lugar a una coloracion verde con un maximo de
absorcion de 612 nm. La determinacion del glucogeno hepatico se realiza

mediante la técnica de la antrona.
Se describe la técnica a continuacion:

e Se pesaron 0.5 g de higado en ocho tubos de 15 x 150 mm con tapon
esmerilado, se les adicioné 1.5 ml de KOH al 30 %, se taparon, se hirvio
todo en bafio de agua durante 30 minutos.

e Después de enfriar, se pasaron cuantitativamente a un matraz volumétrico
de 25 mly se aforaron con agua, se agitaron muy bien.

¢ Del matraz anterior, se tomo6 de 40 a 160 pl con una pipeta volumétrica, se
llevé a 1 ml en tubos de 13 X 100, esmerilados por duplicado; se preparo,
ademas, un tubo blanco con 1 ml de agua y de los estandares (2) con 20 ul
de una solucion de glucosa estandar (1 mg/ml), y se llevaron a 1 ml con
agua.

e Se prepar6 una soluciéon de antrona 0.2 % en H2SOas concentrado. Se
afiadieron 2 ml a cada tubo, agitando suavemente (con ayuda de una
bureta) y se enfrié sobre hielo.

e Se taparon los tubos frios y se pusieron en un bafio de agua hirviendo por
15 minutos.

e Se enfriaron de inmediato con hielo y se leyeron a una longitud de onda de
620 nm.
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Histologia
Se utilizaron dos técnicas de tincion para tefir cortes de higado. La primera
fue la de H&E, donde la hematoxilina tifid de color azul-parpura
componentes acidos de la célula, tal como el nlcleo; mientras que la eosina
tind de color rosa componentes de la célula como el citoplasma y material

extracelular.

La segunda fue la tincibn de TM, la cual busca tefir a las bandas de
colagena de color azul, los nucleos celulares de color negro y los
citoplasmas de color rojo. Esta técnica se basa en el uso de un colorante
acido, como la escarlata de Biebrich, de esta forma, todos los elementos
aciddfilos de un tejido, como el citoplasma y la coldgena, se uniran al
colorante. Después de lo anterior, se utiliza el acido fosfomolibdico/acido
fosfotlngstico, que permite que la escarlata de Biebrich difunda de la
colagena pero no del citoplasma; lo ultimo se debe a la menor
permeabilidad por parte de la escarlata de Biebrich. Los acidos
mencionados anteriormente tienen numerosos grupos que probablemente
actian como medio de unidon entre el colageno y el azul de anilina,
colorante que tifie a la colagena. Puede ser que el pH de los acidos
fosfomolibdico/fosfotingstico también aumente la coloracion y ayude a la

colagena en la difusién o retiro de las demas tinciones.

e Los cortes de higado se depositaron en viales que contenian una
solucion fijadora de formaldehido (formol) al 10 % en agua. El tiempo
minimo de fijacién fue de 24 horas.

e Los cortes se lavaron con agua corriente, se deshidrataron en
alcoholes y se incluyeron en parafina.

e Se hicieron cortes de 6-7 um de grosor y se colocaron en
portaobjetos cubiertos con xilano.

e Los cortes se desparafinaron y rehidrataron en xileno, alcohol
absoluto y alcohol al 95 %.

e Se enjuagaron con agua destilada.
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Tincién de hematoxilinay eosina

Se aplico la hematoxilina de Harris durante 15 min y se enjuagd con agua
corriente por 2 min.

Se diferencié en alcohol acido con 3-10 inmersiones y se verificd la
diferenciacion en el microscopio.

Se lavaron con agua corriente.

Se sumergi6 en agua amoniacal o saturada con carbonato de litio hasta que
las secciones fueron de color azul brillante.

Se lavo en agua corriente por 10-20 minutos.

Se tiid con eosina de 15 segundos a 20 minutos, dependiendo de la
caducidad de la eosina y del grado del contraste deseado.

Se lavo en alcohol al 95 % y después con alcohol absoluto y xileno.

Se mont6 con el polimero permount o balsamo.

Tincion tricroémica de Masson

Se sumergio en fijador de Bouin 1 hora a 56 °C.

Se enfri6 y se lavd con agua corriente hasta que el color amarillo
desaparecio.

Se enjuagaron con agua destilada.

Se sumergio en la solucién de hematoxilina de Weigert por 10 minutos. Se
enjuago con agua corriente al mismo tiempo.

Se enjuago6 con agua destilada.

Se sumergieron en la solucion de fucsina acido-escarlata de Biebrich por 15
minutos. Se recuperd la solucién.

Se enjuago con agua destilada.

Se sumergio en la solucion de acido fosfomolibdico/pacido fosfotlingstico
por 10-15 minutos. Se desechd la solucion.

Se sumergiéo en la solucion de azul de anilina por 5-10 minutos. Se
recuperd la solucion.

Se enjuag6 con agua destilada.
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Se lavé con agua destilada.

Se lavo con agua acética al 1% por 3-5 minutos. Se desechd la solucion.

Se lavo con alcohol al 95 %.
Se lavoé con alcohol absoluto (dos cambios de alcohol).
Se lavo con xileno (dos cambios de xileno).

Se monté el polimero permount o balsamo.
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Inmunohistoquimica
Es un procedimiento que tiene como objetivo hacer visible un antigeno especifico,
ya sea a nivel tisular o celular. Se basa en la interaccién de un anticuerpo que se

une especificamente a una proteina de interés.

e Los cortes de higado se trataron de la misma manera que para las tinciones
de H&E y TM.

e Las muestras se deshidrataron usando xileno por 5 minutos, tres veces, y
etanol al 99.5 % por 3 minutos, cuatro veces. Después, las muestras se
lavaron con agua corriente y se sumergieron en PBS por 5 minutos.

e Las muestras se metieron al autoclave, sumergidas en una solucion 0.01 M
de buffer de citrato a 121 °C por 20 minutos. Después, se lavé con PBS por
cinco minutos, tres veces.

e La peroxidasa enddégena se bloqued con una mezcla de metanol-perdxido
por una hora (46 ml de MeOH + 4 ml de H202), seguido de un lavado con
PBS por 5 minutos, cinco veces.

e Por otro lado, para bloquear uniones no especificas, las muestras se
embebieron en leche sin grasa al 5 % en PBS, por una hora, a temperatura
ambiente.

e Subsecuentemente, las muestras se incubaron con anticuerpo primario
diluido en SFB al 3 % toda la noche. Pasado este tiempo, se lavaron con
PBS por cinco minutos, cinco veces.

e Seguido a esto, las muestras se incubaron en el anticuerpo secundario
apropiado diluido en SBF al 3 %, por dos horas, a temperatura ambiente.
Pasado este tiempo, las muestras se lavaron con PBS por 5 minutos, cinco
veces.

e Después, se incubaron con una solucién de DAB-H202 en una relacién 1:10
por 30 minutos. Posteriormente, las muestras se lavaron con PBS cinco
veces, por 5 min.

e Pasado ese tiempo, las muestras se contracolorearon con hematoxilina

para ser lavadas con agua corriente y PBS dos veces por 5 minutos.
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¢ Finalmente, las muestras se rehidrataron con etanol al 85 %, tres veces, por
2 minutos, después, con etanol al 100 % dos veces por minuto, con xileno

tres veces por 1 minuto, seguido de su montaje en resina.
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Ensayo de zimografia

La zimografia permite observar la actividad de las enzimas sobre un gel, el cual

puede ser de poliacrilamida o de gelatina, utilizando condiciones menos

desnaturalizantes para que la enzima no pierda su actividad litica.

Se describe la técnica a continuacion:

0.25 g de muestra de higado se homogeneizaron con 1.7 ml de PBS en
hielo con un homogeneizador, después se sonicaron y se centrifugaron a
13000 g por 10 minutos.

El sobrenadante se recolecto y las proteinas se cuantificaron por el método
de BCA.

Volumenes equivalentes a 50 pg de proteinas sin someter a ebullicion se
mezclaron con buffer de muestra (2.5 % de SDS, 1 % de sacarosa y 4
mg/ml de rojo de fenol), sin un agente reductor.

Las muestras se sometieron a electroforesis a 90 V por 2 horas y media, en
un gel al 8 % de acrilamida co-polimerizada con gelatina porcina (1 mg/ml).
Después de la electroforesis, los geles se lavaron dos veces 2.5 % Tritdn X-
100 para remover el SDS. Posteriormente, se incub6 en buffer de Tris-HCI
(50 mM-pH 7.4) y 5 mM de CaClz a 37 °C por 48 horas.

Los geles se fijaron y tifieron con azul brillante de Coomassie 0.25 % en
acido acético y 30 % de etanol.

La actividad proteolitica se detecté como bandas claras que contrarrestan

con un fondo azul de sustrato sin digerir en el gel.
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Western blot

Se pesaron 50 mg de higado y se homogeneizé con 500 ul de solucion
amortiguadora de lisis (Tris-HCI 1M pH 8.0, NaCl 5 M, NP40, Triton, EDTA
0.5 M pH 8.0, PMSF 0.1 M) que tenia inhibidor de proteasas y de fosfatasas
en una relacion 1:100.

Las muestras se sonicaron 3 veces por 15 segundos, con descansos de 15
segundos y una amplitud del 60 %.

Se centrifug6 a 12 000 rpm por 2 minutos y el sobrenadante se guardé a 20
°C

Se cuantificaron las proteinas del sobrenadante por el método del acido
bicinconinico con el kit Pierce BCA Protein Assay Prod #23223 Thermo
Scientific.

Volumenes equivalentes a 50 y 250 ug de proteina fueron cargados en
geles de acrilamida de 15, 12 y 10 %.

Se corrid una electroforesis a 100 V por 3 horas.

Se transfirieron las proteinas a una membrana de PDVF por transferencia
hameda y fue corrida a 0.25 A por 1 hora y 40 minutos.

La membrana con las proteinas transferidas se bloquedé con leche
descremada al 0.7 % por 2 horas, a temperatura ambiente. La leche se
diluy6 en TBS 1X-Twen-20.

Las membranas fueron incubadas con el respectivo anticuerpo primario que

indica la Tabla 8 por toda la noche a 4 °C.
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Tabla 8. Lista de anticuerpos utilizados para los ensayos de Western blot e inmunohistoquimica.

Proteina Compaiiia Numero de Dilucién
catalogo

B-actina Ambion AM4302 1:500
TGF- B Abcam Ab92486 1:500
a-SMA Sigma A5691 1:500
IL-1B8 Millipore Ab-61224 1:500
4-HNE Abcam Ab-46545 1:500
NF-kB (p-65) Millipore MAB3026 1:500
TNF-a Santa Cruz SC-52746 1:500
Nrf2 Abcam Ab31163 1:500

Se lavaron las membranas con TBS 1X-Tween.-20 y luego se expusieron al

correspondiente anticuerpo secundario por 2 horas a temperatura ambiente.

e Las membranas se lavaron con TBS 1X-Tween 20 en tres ocasiones: el
primero fue de 5 minutos, el segundo de 10 minutos y el tercero de 15
minutos.

e Después se revelaron con el kit inmuno cruz western blotting luminol
reagent-

e Las placas fueron tratadas con el revelador y fijador, posteriormente se
escanearon y se realiz6 un analisis densitométrico con el programa image

J. Se utiliz6 B-actina como control de carga.
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Analisis estadistico
Todas las determinaciones de la presente tesis se realizaron por duplicado. Se
obtuvo la media, asi como el error estandar para cada uno de los diferentes

indicadores medidos en los grupos de tratamiento.

Para cada uno de los indicadores se aplicé un andlisis de varianza de una sola
variable (ANOVA de una via), seguido de una prueba de Tukey para realizar una
comparacion entre la media de cada grupo. Finalmente, se consideré6 que se

presentaba una diferencia significativa cuando p < 0.05.
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RESULTADOS

Efecto de la cafeina sobre el parénquima hepatico

Para determinar los efectos inducidos por la administracion cronica de la TAA, se
tomaron imagenes macro y microscopicas de los grupos de tratamiento
(Figuralb). El higado del grupo control aparentemente se observa como un
higado normal (Figura 15A), de color café rojizo y brillante. En el higado del grupo
de TAA 3 semanas (Figura 15D), hay un ligero cambio de color, pues disminuyo el
brillo y cambié de textura, si se compara con el control. Cuando la administracion
de TAA se prolong6 durante seis semanas (Figura 15G), se observé un mayor
grado de dafo, debido al cambio de coloracion a palido, con fibrosis
macronodular, y al corte era friable. De manera notable, los higados de las ratas
tratadas con TAA y cafeina (Figura 15J) mostraron menos cambios que los que
Unicamente recibieron TAA por seis semanas. El tratamiento con cafeina por si

sola no produjo ningan cambio (Figura 15M).

Por otra parte, el parénquima hepatico en el grupo control (Figura 15B)
aparentemente es de un higado normal, con los cordones de hepatocitos bien
ordenados. El parénquima hepético del grupo de TAA 3 semanas (Figura 15E) se
observa un poco desordenado, con infiltrado inflamatorio y necrosis. Cuando el
dafio se prolongd a seis semanas con TAA (Figura 15H), se observd un mayor
grado de dafio, ya que hubo més infiltrado inflamatorio, mayor necrosis y se
observaron nédulos de regeneracion; pero al administrar cafeina a partir de la
cuarta semana, se observo un menor grado de dafio (Figura 15K), comparado con
el grupo de TAA 6 semanas. Cuando so6lo se administré cafeina (Figura 15N),

aparentemente no hubo ninguna modificacion en el parénquima.
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Control TAA 3S TAA 6S TAA + Cafeina Cafeina

Figura 15. Fotos de los higados representativos de cada grupo. Control (A); ratas tratadas con TAA por tres semanas (D); ratas tratadas con TAA por seis
semanas (G); ratas tratadas con TAA durante seis semanas y a partir de la cuarta semana con cafeina (J); ratas tratadas con cafeina sola (M). Fotos de
histologias con tincion de HE. Control (B, C); ratas tratadas con TAA por tres semanas (E, F); ratas tratadas con TAA por seis semanas (H, 1); ratas tratadas con
TAA durante seis semanas y a partir de la cuarta semana con cafeina (K, L); ratas administradas con cafeina sola (N, O).
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Efecto de la cafeina sobre los marcadores de dafio hepético

En la relacion higado/peso corporal (Figura 16A), se observa que cuando se
administra TAA durante tres semanas, hay una tendencia al aumento, aunque no
hay una diferencia significativa comparada con el control. La relacion aumenta de
manera significativa cuando se administra TAA durante seis semanas, y cuando

se administra cafeina se evita el aumento de esta relacion.

En la actividad de las enzimas ALT (Figura 16B), FA (Figura 16C) y y-GTP (Figura
16D) en suero, se observé un aumento significativo cuando se administr6 TAA
durante 6 semanas, comparado con el control; pero cuando se administré cafeina,

se evitd que estos marcadores de dafio hepatico aumentaran.

Por altimo, se determiné el glucogeno hepéatico (Figura 16E) y se observo que con
la administracion de TAA por tres semanas disminuyeron los niveles de este
carbohidrato de manera significativa, comparados con el grupo control; también
con la administracion de TAA durante seis semanas los niveles de glucégeno
disminuyeron a un mayor grado de manera significativa, respecto al grupo control
y al grupo de TAA de tres semanas. No obstante, cuando se administré cafeina
ademas de TAA, se evitd que los niveles de polisacarido disminuyeran. La
administracion de cafeina sola no modific6 ninguno de los pardmetros

anteriormente descritos.
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Figura 16. Marcadores de dafio hepatico. Relacién higado/peso corporal (A), actividad de la enzima ALT (B), actividad de la enzima FA (C), actividad de la enzima
y-GTP (D), determinadas en suero de rata y la cantidad de glucégeno (E), determinado en tejido hepatico de las ratas control, ratas administradas con la TAA
durante tres semanas, TAA seis semanas, TAA mas cafeina y cafeina sola. Los datos indican el promedio +SEM: a significativamente diferente al control, p<0.05;
b significativamente diferente a TAA 3S, p<0.05; c significativamente diferente a TAA 6S, p<0.05.
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Efecto antioxidante de la cafeina

En los marcadores de estrés oxidante a nivel de membrana, la LPO (Figura 17A) y
el 4-HNE (Figura 17B) se observa que aumentan de manera significativa en el
dafio con TAA de seis semanas, comparandolos con el control, pero al administrar
la cafeina, se evita que aumenten los niveles de estos. En el caso del GSH
(Figura 17C), el cual es un antioxidante enddgeno a nivel citoplasmatico y el Nrf2,
estos niveles disminuyen cuando se administr6 el hepatotoxico, pero al
administrar cafeina se evitd que estos niveles disminuyan. La cafeina por si sola

no modificd ningun parametro.
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Figura 17. Marcadores de estrés oxidante. Grado de peroxidacion lipidica (A); niveles de 4-HNE (B);
determinado por WB, glutation reducido (C); y los niveles de nrf2 (D); determinado por WB, los valores se
expresan como el valor relativo normalizado con el grupo control (control=1) determinados de los higados de
las ratas control, ratas administradas con TAA durante tres semanas, TAA seis semanas, TAA mas cafeina y
cafeina sola. Los datos indican el promedio +SEM: a significativamente diferente al control, p<0.05; b
significativamente diferente a TAA 3S, p<0.05; c significativamente diferente a TAA 6S, p<0.05.
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Efecto antiinflamatorio de la cafeina

Las citocinas pro-inflamatorias IL-18 (Figura 18H) y TNF-a (Figura 18I)
aumentaron al haber un dafio con TAA durante 3 semanas, pero siendo
significativo hasta las 6 semanas respecto al grupo control, aunque cuando se
administré cafeina a partir de la cuarta semana, no se aumentaron los niveles de
estas citocinas. Enseguida se observa la activacion del NF-kB (p65) con la
administracion de TAA durante tres semanas (Figura 18B, 18F), la cual
incrementd significativamente al compararlo con el grupo control (Figura 18A,
18F), la administracion de seis semanas con TAA (Figura 18C, 18F) indujo un
mayor grado la activaciéon del NF-kB, mientras que la administracion de cafeina
aminoro significativamente la elevacion del NF-kB (Figura 18D, 18F) al compararlo
con el grupo tratado con TAA por seis semanas. El resultado anterior fue
confirmado por western blot (Figura 18G), en donde se observa que la TAA
incremento los niveles de p65, mientras que la administracién de cafeina evitd que
se diera el aumento. El tratamiento Unicamente con cafeina (Figura 18E) no

produjo  ningin  efecto  sobre  ninguna  proteina  pro-inflamatoria.
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Figura 18. Efecto antiinflamatorio de la cafeina. Los paneles muestran imagenes representativas de cada grupo de inmunohistoquimica de NF-kB (A-E) del grupo
control (A); grupo de TAA tres semanas (B); grupo de TAA 6 semanas (C); TAA+ cafeina (D); y cafeina sola (E). El histograma (F) representa el porcentaje de
positividad de NF-kB (p65) a partir de cortes de inmunohistoquimica. Los niveles de NF-kB (p65) (G), IL-18 (H) y TNF-a (I) en muestras de tejido hepatico
determinadas por Western blot; los valores se expresan como el valor relativo normalizado con el grupo control (control=1), determinados en los diferentes
grupos. Los datos indican el promedio +SEM a significativamente diferente al control, p<0.05; b significativamente diferente a TAA 3S, p<0.05; c significativamente
diferente a TAA 6S, p<0.05.
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Efecto antifibrético de la cafeina

Efecto de la cafeina sobre la deposicion de colagena en el parénguima

hepatico

La administracion cronica de la TAA durante tres semanas (Figura 19B, 19F)
incrementd la cantidad de colagena en el parénquima hepatico de manera
significativa, respecto al grupo control (Figura 19A, 19F), determinado por la
tincion tricromica de Masson y al hacer un andlisis densitométrico de tres campos.
Cuando se prolongo6 la administracion de TAA a seis semanas (Figura 19C, 19F),
de igual manera hubo un aumento significativo comparado con el grupo control,
sin embargo, la administracion de cafeina a partir de la cuarta semana (Figura
19D, 19F) evitd que aumentaran las fibras de colagena presentes en el
parénquima hepatico. Los resultados mostrados del contenido total de colagena
(Figura 19F) confirman los resultados histopatologicos. Se observé que la cafeina

no modificé ninguno de los parametros mostrados.

Efecto antifibrotico de la cafeina a nivel molecular

La administracion con TAA durante tres (Figura 20B) y seis semanas (Figura 20C)
incrementd el area positiva a TGF-B detectada por inmunohistoquimica,
comparada con el grupo control (Figura 20A), mientras que cuando se administré
cafeina a partir de la cuarta semana (Figura 20D), se evitd que aumentara la
expresion de esta proteina. Se muestra el area positiva de tres muestras
determinadas por densitometria (Figura 20K). Ademas, se demuestra que la TAA
aumentd los niveles de proteina determinados por Western blot (Figura 20F)
respecto al grupo control, mientras que la administracion de cafeina a partir de la
cuarta semana evitO que aumentaran estos niveles. La cafeina por si sola no

modificé este parametro.

En la inmunohistoquimica para la a-SMA, se indica que la expresion de esta
proteina es significativamente mayor en los grupos tratados con TAA durante tres
(Figura 20G) y seis semanas (Figura 20H), esto cuando se compara con el grupo
control (Figura 20F). Sin embargo, el tratamiento con la cafeina (Figura 20I) evito

el aumento de estos niveles, al compararlos con el grupo de TAA con seis
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semanas. Se muestra el area positiva obtenida de tres muestras (Figura 20L). Los
resultados anteriores fueron corroborados a través de western blot (Figura 20N);
la TAA incrementd los niveles de a-SMA al compararlos con el grupo control,
mientras que la administracion a partir de la cuarta semana de cafeina no
aumentd los niveles de esta proteina, a pesar de que la TAA se administrd
durante seis semanas. Cuando se administré cafeina sola, no se modificO esta

proteina.

Se muestra que la administracion con TAA durante tres y seis semanas
incremento la actividad de las MMP-9 (Figura 200) y MMP-2 (Figura 20P), siendo
sblo a las 6 semanas de manera significativa, respecto al grupo control, pero
cuando se administr6 cafeina, se evitd que aumentara la actividad de estas
MMPs. La administracion de cafeina sola no modifico la actividad de estas

metaloproteinasas.
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Figura 19. Efecto de la cafeina sobre la deposicion de colagena en el parénquima hepatico. Tincion tricrémica de Masson de higados de ratas control (A); ratas
tratadas con TAA durante tres semanas(B); ratas tratadas con TAA durante seis semanas (C); ratas tratadas con TAA + cafeina a partir de la cuarta semana (D);
ratas tratadas con cafeina sola (E). Se muestra el histograma del porcentaje del area positiva a colagena obtenida de las tinciones tricromica de Masson (F). Se

muestra el contenido de hidroxiprolina de muestras de higado. Los datos indican el promedio +SEM: a significativamente diferente al control, p<0.05; b
significativamente diferente a TAA 3S, p<0.05; c significativamente diferente a TAA 6S, p<0.05
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Figura 20. Efecto antifibrético de la cafeina a nivel molecular. Inmunohistoquimica representativa para a-SMA
y TGF-B1 obtenidas de higados de ratas control (A, F); ratas tratadas con TAA durante tres semanas (B, G);
ratas tratadas con TAA durante 6 seis semanas (C, H; ratas tratadas con TAA + cafeina (D, |); y ratas tratadas
con cafeina sola (E, J). Los histogramas mostrando el porcentaje de area positiva para a-SMA y TGF-1
obtenidas de las inmunohistoquimica (K, L), respectivamente. Los niveles proteicos de a-SMA y TGF-B1 se
midieron por WB en muestras de higado (M, N), respectivamente. La B- actina fue utilizada como control. Los
valores son expresados como el incremento en la densidad éptica normalizada al grupo control (n=1). La
actividad de las MMP-9 y MMP-2 se midi6 a través de zimografia, usando geles con gelatina como sustrato
para el control, TAA 3S, TAA 6S, TAA + cafeina y cafeina sola. Se muestran los histogramas demostrando la
intensidad de sefial por analisis densitométrico para la MMP-9 (O) y MMP-2 (P). Los datos indican el
promedio +SEM: a significativamente diferente al control, p<0.05; b significativamente diferente a TAA 3S,
p<0.05; c significativamente diferente a TAA 6S, p<0.05.
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DISCUSION

El objetivo de este estudio fue la evaluacion del efecto protector de la cafeina, la
sustancia psicoactiva mas popular en el mundo, en el desarrollo de la cirrosis
experimental. Los modelos de dafio hepatico nos han ayudado a poder estudiar
las enfermedades hepéticas, debido a su alta reproducibilidad, facilidad de uso y
reflejo apropiado de los mecanismos implicados en la fibrosis hepéatica humana.
Uno de los modelos de dafio hepatico que se encuentra bien establecido es el de
la TAA, al ser metabolizada en el higado, permitiendo procesos de oxidaciéon e
induciendo estrés oxidante en las células hepéticas que posteriormente provoca
necrosis y finalmente ocasiona el desarrollo de la fibrosis hepatica, similar a la

observada en el humano.?>27

La TAA incrementd los marcadores de dafio hepatico estudiados. La relacion
higado/peso corporal puede dar un indicio de un problema hepatico.®® Se midieron
los marcadores séricos de dafio hepatico: en el caso de la ALT, cuando hay
aumento de este marcador en el suero, es indicador de necrosis.*° El aumento de
FA y y-GTP en el suero denotan colestasis,**?> en ambos casos, la cafeina logr6
evitar el aumento de estos marcadores y, por lo tanto, no permitir un dafo
hepatico, manteniendo la integridad de la membrana plasmatica como se ha
reportado anteriormente.*3** Ademas, se evité la deplecion del glucégeno con la
administracion de cafeina, como lo reporté Arauz et al.®® en un andlisis previo,
aunque no se habia observado esto con un dafio establecido, ya que, a pesar de
gue se administré TAA durante 6 semanas, pareciera ser que la cafeina detiene el
dafio a partir de que se administra, pues el dafio se parece al grupo de 3
semanas. Los hallazgos coinciden con la evidencia histopatologica de los higados.
Los resultados microscopicos en el grupo de TAA mostraron diferentes lesiones,
incluyendo necrosis, inflamaciéon; también se empezaron a formar nédulos de
regeneracion, mientras que con la administracion de cafeina el dafio fue menor;
en seguida, se ahondara en los posibles mecanismos por los cuales actia la

cafeina.
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El mecanismo de accion por el cual actia la TAA es por la formacion de radicales
libres.?®> Al medir los productos finales de la LPO y 4-HNE, como se esperaba,
aumentaron, pero cuando se administré6 cafeina, hizo que no aumentaran a
niveles tales del grupo de TAAGS, lo que podria ser debido a que la cafeina tiene
propiedades antioxidantes per se, ya que tiene afinidad por radicales libres y
neutraliza esas moléculas al donar electrones, y asi reducir su reactividad.'4> Por
otro lado, se evito la disminucion de los niveles de Nrf2 cuando se administro
cafeina; éste es un importante mecanismo de defensa celular que previene el
dafio por especies reactivas de oxigeno, a través de la induccion de enzimas
antioxidantes y otras moléculas protectoras,*>* lo cual nos ayuda a comprender
por qué los niveles de GSH con la administracion de cafeina no se depletaron.
Nuestros resultados concuerdan con lo anteriormente reportado por Gordillo-
Bastidas*® en una administracion concomitante al dafio hepético, aunque no se
habia reportado anteriormente el efecto de la cafeina con un dafio ya establecido

durante tres semanas previas.

El higado se encuentra enriquecido de diferentes subconjuntos de células del
sistema inmunoldgico innato®, las cuales son responsables del reconocimiento de
estructuras microbiales altamente conservadas, llamadas patrones moleculares,
asociados a patdégenos (PAMPs, por sus siglas en inglés) y patrones moleculares
asociados a dafio (DAMPs). Este reconocimiento se realiza a través de receptores
tipo toll (TLRs).>! Posteriormente, cuando existe un dafio hepatico crénico de
cualquier etiologia, se desencadenan respuestas inflamatorias y de remodelaciéon
del tejido, que a la larga promueven el desarrollo de fibrosis, durante la cual el
sistema inmunolégico se activa, asi como los mediadores inflamatorios,
incluyendo citocinas,* de las cuales se determinaron dos, la IL-1B y el TNF-qa, y
se observdé que el dafio crénico con TAA provocé el aumento de estos
marcadores. De igual manera, se observé que aumentaron los niveles de NF-kB,
el cual se sabe que se activa mediante las vias de sefializacion de los TLRs,*-50
pero al administrar cafeina, interesantemente se bloquea esta activacion y
posterior bloqueo de la produccién de citocinas pro-inflamatorias, que son

reguladas por este factor, esto correlaciona con las histologias con H&E, debido a
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que cuando se administra cafeina, se observa menor infiltrado inflamatorio, lo que
sugiere que la cafeina puede ejercer un efecto inmunomodulador sobre la fibrosis

hepatica.

La fibrosis hepética resulta del dafio cronico al higado, en conjunto con la
acumulacion de proteinas de ECM, la cual es una de las caracteristicas de la
mayoria de las enfermedades crénicas hepaticas.?®?! Con la administracion
cronica de la TAA, como era de esperarse, se observd la acumulacién de
colagena, pero con la cafeina se evitd esta acumulacion. La inflamacion crénica
hepatica se encuentra estrechamente relacionada a la fibrosis en practicamente
todos los individuos con enfermedad hepatica, donde se ha reportado que TLR4
promueve la activacion de HSCs y la fibrogénesis en el higado, al igual que la
modulacion dependiente de TLR4 de la sefalizacion de TGF- proporciona un
vinculo entre esta sefial pro-inflamatoria y profibrogénica, ademas de que se
estimula el reclutamiento de una serie de proteinas que llevan a la fosforilacion y
activacion de la cinasa IkB (IKK) que cataliza la fosforilacién del inhibidor de kappa
B (IKB) que inhibe al NF-kB; esta fosforilacion es necesaria para la degradacion
de IKB y a la translocacién del NF-xB al nucleo, favoreciendo la transicién hacia
células similares a miofibroblastos, estimulando la sintesis de proteinas de ECM, e
inhibiendo su degradacién.>® La cafeina logr6 evitar el aumento de interleucinas
dependientes del NF-«xB, como la IL-13 y TNF-a, y por lo tanto, previno la

inflamacion a partir de que se empez6 a administrar.

En las primeras etapas de la fibrosis, las HSCs ya muestran caracteristicas de
células similares al musculo liso, caracterizadas por la expresion de una serie de
filamentos contractiles e incrementan la expresion de a-SMA.145 Se observa que
con el dafio con TAA aumentan los niveles de TGF-B y de a-SMA, determinado
por inmunohistoquimica y por western blot, siendo que la cafeina evitdé el aumento
de estas proteinas. La cafeina podria tener una alta capacidad inmunorreguladora
y antifibrética, bloqueando la expresion de estas moléculas. Ademas, se observo,
por zimografia, que la TAA aumentd la actividad de las MMP-9 y MMP-2, siendo

éstas metaloproteinasas de la familia de las gelatinasas, que participan en el
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proceso de activacion del TGF-B, IL-18 y TNF-a, debido a que escinden el TGF-$
de su depdsito en la MEC, lo cual favorece al proceso de fibrogénesis
promoviendo la activaciéon, migraciéon y proliferacion de HSCs.%%%" También se
observé que la cafeina es capaz de regular la respuesta profibrogénica a través
de la disminucion de la actividad de las MMP, por lo tanto, previene la activacion
de las HSCs. Podemos correlacionar esta disminucion en la activacion de HSCs
con una menor cantidad de colagena presente en el parénquima hepatico.
Previamente se habia reportado la importante actividad de la cafeina para
prevenir la fibrosis experimental inducida con TAA,%6:36.37.58 protegiendo a
diferentes niveles, tanto antioxidante, antiinflamatorio y antifibrético; resultando en
la reduccion de la proliferacién y activacion de las células HSCs, aunque no se
habia estudiado el efecto farmacologico de la cafeina en un dafio establecido
previamente, ya que pareciera ser que la cafeina evita la progresion del dafio a

partir de que se administra.
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CONCLUSIONES

Conclusiones particulares
- La cafeina es capaz de evitar significativamente el dafio inducido con TAA

durante 6 semanas.

- El efecto antioxidante de la cafeina se debe probablemente a su estructura
molecular que permite donar un electrén y lograr estabilizarse. Ademas de la
capacidad de regular a la alza el Nrf2, el cual evita el estrés oxidante al generar

moléculas antioxidantes.

- El efecto antiinflamatorio se debe probablemente, en parte, a que evita que se
active el factor maestro NF-kB y no aumenten los niveles de las citocinas pro-

inflamatorias.

- El efecto antifibrogénico observado por parte de la cafeina se debe
probablemente, en parte, a que se disminuyeron niveles de TGF-, a-SMA 'y por lo
tanto no hubo sintesis de colagena.

Conclusion general

La administracion de la cafeina evitd la progresion de la fibrosis hepatica
producida por el hepatotoxico TAA. Se observé un efecto antioxidante, al evitar el
aumento de marcadores de estrés oxidante, como lo son el 4-HNE y la LPO y al
preservar al Nrf2 y evitar la deplecién de GSH. Ademas, se observd un posible
mecanismo antifibrético, al prevenir el aumento de la colagena, del TGF-B y la
activacion de las HSCs. Por udltimo, se logré dilucidar un posible efecto
antiinflamatorio, al evitar el aumento de niveles del factor maestro de la

inflamacion, el NF-kB, e interleucinas pro-inflamatorias.
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PERSPECTIVAS

Establecer un modelo de dafio hepético en el que se pueda evaluar la
reversion de la fibrosis hepatica con ayuda de un tratamiento como la
cafeina.

Evaluar la capacidad de la cafeina para revertir la fibrosis hepéatica en el
modelo establecido de dafio hepatico.

Estudiar mecanismos antifibréticos, antiinflamatorios y antioxidantes del
modelo de reversion de fibrosis hepatica. No sélo evaluando los aqui
determinados, sino agregar otros parametros para que nos ayuden a
dilucidar el posible mecanismo de accién de la cafeina.

Probar el efecto de reversién en cultivos de HSCs y poder visualizar la

resolucién de la fibrosis.
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