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RESUMEN
Gran numero de estudios realizados sugieren que el estrés oxidativo tiene un papel

fundamental en la patogénesis del dafio hepatico, tanto en modelos experimentales
como en humanos. El objetivo de este estudio fue evaluar la capacidad de la
quercetina (Q) administrada por ocho semanas a la dosis de 50 mg/Kg i.p. o p.o.,
diaria, para prevenir el estrés oxidativo en dos modelos de cirrosis experimental,
inducida por la exposicion a dos agentes prooxidantes: tioacetamida (TAA) a la dosis
de 200 mg/Kg de peso i.p., y tetracloruro de carbono (CCl,) a la dosis de 400 mg/Kg
de peso i.p., ambas tres veces por semana por ocho semanas en ratas Wistar macho,
los animales fueron administrados de forma concomitante con la Q, con controles
respectivos. Se evaluo la integridad del higado mediante la medicion de la enzima
alanina aminotransferasa (ALT) como marcadora de necrosis, mientras que las
enzimas fosfatasa alcalina (FA) y la y-glutamil transpeptidasa (y-GTP), se utilizaron
como marcadoras de colestasis, todas ellas cuantificadas en plasma. Para evaluar el
estado del sistema antioxidante hepatico, su cuantifico la cantidad del glutation
reducido (GSH) vy el grado de peroxidacién lipidica mediante la determinacién del
malondialdehido (MDA). Por otro lado, la capacidad biosintética del higado fue
medida a través de las concentraciones de glucogeno. También se evalud la fibrosis
mediante la cuantificacion del contenido de hidroxiprolina hepéatica (HP). La
induccién de la cirrosis por parte de la TAA y el CCl, estuvo asociada con un
aumento en la actividad de la ALT, FA, y-GTP, asi como de los niveles de MDA y
HP, mientras que se observd una disminucién de la cantidad del GSH y el glucégeno.
El tratamiento con la Q previno de forma importante estas alteraciones, demostrando
capacidad antioxidante asi como hepatoprotectora. Por lo tanto, este estudio muestra
que los efectos para prevenir la cirrosis por parte de la Q son debidos a sus

propiedades antioxidantes y posiblemente a los efectos inmunomoduladores.



ABSTRACT
A great number of studies suggest that oxidative stress plays a main role into the

pathogenesis of liver injury, both experimental models as well as in humans. The aim
of this study was to evaluate the capacity of quercetin (Q) as an antioxidant and
antifibrotic agent in experimental cirrhosis. Quercetin was administrated for eight
weeks in a daily dose of 50 mg/Kg i.p. or p.o., to prevent the oxidative stress in two
models of experimental cirrhosis. Thioacetamide (TAA) was administered at a dose
of 200 mg/Kg of body weight i.p. and carbon tetrachloride (CCl,) at a dose of 400
mg/Kg of body weight i.p., both of them three times a week for eight weeks to male
Wistar rats; Q was administrated concomitantly with TAA or CCl,. The respective
controls were performed. The liver integrity was evaluated by determinating the
enzymes alanine aminotransferase (ALT) as necrosis’-markers, and alkaline
phosphatase (AP) and y-glutamyl transpeptidase (y-GTP) as cholestasis’-markers, all
quantified in plasma. To evaluate the liver redox system, the glutathione (GSH) was
quantified as well as the rate of liver lipid peroxidation through the measurement of
MDA levels. On the other hand, the biosynthetic capacity of liver was measured
using the glycogen concentrations. Also, the fibrosis was evaluated determinating the
content of hydroxyproline (HP), all of performed in liver samples. Cirrhosis
induction by the TAA and CCl, was associated with an increase in the activity of
ALT, AP, y-GTP, as well as MDA and HP levels, while a decrease in the amount of
GSH and glycogen was observed. The Q treatment prevented importantly these
alterations, demonstrating the antioxidant, antifibrotic and antinecrotic capacity of Q.
Thus, this study demonstrates that the effects of Q to prevent the experimental
cirrhosis are due mainly to its antioxidant properties, and maybe for its

immunomodulatory effects.



1. INTRODUCCION

El dafio constante en el higado producido por diversos factores tales como
medicamentos, abuso en la ingestion de bebidas alcohdlicas, infecciones por virus,
alteraciones del conducto biliar, etc. conducen a una hepatopatia llamada cirrosis®. En
esta enfermedad se producen diversos cambios, que incluyen incrementos en los
niveles séricos de enzimas como la ALT, la FA y lay-GTP, lo cual est4 asociado a la
pérdida de la integridad del hepatocito, ademas, se ven agotados los niveles de GSH y
glutation peroxidasa (GPx), mientras que a la par se incrementan los niveles de
MDA?Z*, Por otra parte, a nivel del 6rgano se produce un proceso inflamatorio, dado
por el aumento de citocinas proinflamatorias y profibrogénicas tales como la
interlecucina-1(1L-1), la interleucina-6 (IL-6), el factor de necrosis tumoral-a. (TNF-
a), el factor de crecimiento transformante-p (TGF-B) y el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF),” proteinas de matriz extracelular como la colagena y
seguido a esto un proceso de fibrosis, que se caracteriza por cicatrices en el tejido del
higado. Sin embargo, no existen enfoques terapéuticos exitosos para tratar las
enfermedades hepaticas, a pesar del alto indice de mortalidad anual debido a ellas®.
Por ello, se debe enfocar la investigacion a diversas moléculas de origen natural o
sintético que tengan la capacidad de ejercer un efecto benéfico sobre dichas

patologias y que pudiesen ser futuros agentes terapéuticos.

Por ello, se han propuesto diversos compuestos que puedan ejercer un efecto positivo
sobre la cirrosis, un ejemplo de estos son los flavonoides, estos se encuentran
ampliamente distribuidos en diversas plantas, semillas y frutas, aportando grandes
beneficios hacia la salud, debido en parte a su capacidad antioxidante, ya que
protegen contra los radicales libres (FR). La actividad que presentan los flavonoides
como antioxidantes resulta de la combinacion de sus propiedades quelantes de los
metales de transicion, asi como la capacidad de poder capturar FR’, ademéas de la
inhibicidén de las enzimas oxigenasas tales como: lipooxigenasas, ciclooxigenasas,
mieloperoxidasa y xantina oxidasa,® de este modo, evitan la formacion de especies

reactivas de oxigeno (ROS) y de hidroxiperdxidos organicos, asi como de la



inhibicion del metabolismo del acido araquiddnico, de este modo, los flavonoides
muestran propiedades antinflamatorias y antitrombogénicas.® Sin embargo, no solo
pueden inhibir enzimas, también poseen la capacidad de activarlas, tal es el caso de la
superéxido dismutasa (SOD), la GPx y la catalasa (CAT).*°

Se ha reportado que la Q (3,5,7,3’,4’-pentahidroxiflavona) posee una amplia gama de
propiedades farmacoldgicas, tales como la supresion de la proliferacion celular, la
prevencion de la agregacion plaquetaria, la estabilizacion de las células del sistema
inmunoldgico, la actividad carcinostéatica, la antiviral, la proteccion de los lipidos de
baja densidad (LDL) y la actividad antioxidante; debido a esta ultima propiedad,

previene el dafio causado por el estrés oxidativo.**



2. ANTECEDENTES

2.1 Aspectos generales y anatomia del higado
El higado es el segundo 6rgano mas grande del ser humano, siendo solo superado por

la piel, ademé&s es la glandula de mayor tamafio, tiene un peso aproximado en el
adulto de 1300 a 1700 Kg, sin embargo, solo representa del 2 a 3 % de la masa
corporal y consume del 25 al 30 % del oxigeno que requiere el organismo, esto
depende tanto del género como del volumen del individuo,* es de color rojo pardo y
presenta forma semi-ovoidea. Se encuentra localizado en el hipocondrio derecho
(clasificacion francesa) o en el cuadrante superior derecho (clasificacién americana)
debajo del diafragma y por encima del estdbmago, de los vasos del intestino delgado,
el rifién derecho y una porcién del hipocondrio izquierdo.* La anatomia clasica del
higado comprende la division del mismo en un l6bulo derecho y un I6bulo izquierdo,
separados por el ligamento falciforme, ademas presenta dos caras, la anterosuperior y
la anteroposterior, asi como un borde anterior y uno posterior (Figura 1), cada uno
con dos extremidades, la derecha y la izquierda, en la cara posteroinferior presenta el
I6bulo cuadrado por delante y el l6bulo caudado por detras.®> Comprende tres
compartimentos peritoneales llamados: compartimento subfrénico derecho o
hepético, compartimento subfrénico izquierdo o esplénico y compartimento medio o
celiaco. El higado es una masa parenquimatosa continua parecida a una esponja,
penetrada por tlneles que contienen redes interdigitantes de venas aferentes y
eferentes.™ Este 6rgano se encuentra recubierto por una membrana fibrosa (colagena)
Ilamada cépsula de Glisson, la cual es resistente y delgada, por su cara externa se
adhiere al peritoneo mientras que por su cara interna envia tabiques conjuntivos entre

los lobulillos y los I6bulos, esté cubierta por una monocapa de células mesoteliales.™

Es un 6rgano altamente irrigado por sangre, éste la recibe de dos fuentes principales,
la sangre oxigenada que llega a través de la arteria hepética, mientras que la rica en

nutrientes llega a través de la vena porta.**



CARA ANTEROSUPERIOR

Lobulo izquierdo
Lobulo derecho

Ligamento falciforme

Borde anterior

Vesicula biliar

CARA POSTEROINFERIOR

Lébulo caudado Vena cava inferior

Vena porta
Colécodo

{ : ‘ \‘ Cistico
Loébulo cuadrado
Vesicula biliar

Figura 1. Anatomia hepatica. Se muestran el ligamento falciforme, la vesicula biliar, el l6bulo
derecho, izquierdo y caudado.

2.2 Funciones del higado

El higado cumple diversas funciones dentro del organismo, siendo una de las mas
importantes la secrecion de la bilis, debido a que ésta contiene sales biliares y
bilirrubina, actuando como un emulsificante de las grasas, y con esto, el organismo es
capaz de absorber los alimentos con altos contenidos lipidicos, ademas, cumple otras
funciones metabolicas vitales tales como: metabolismo de los carbohidratos, de los
lipidos, de las proteinas, de los xenobidticos, excrecion de la bilirrubina y
almacenamiento.

Metabolismo de los carbohidratos: El higado es el encargado de mantener los
niveles glucémicos sanguineos adecuados, ya que, al ingerir los alimentos, la glucosa
que se absorbe es utilizada para la sintesis del glucdgeno (principal forma de
almacenamiento de la glucosa en el organismo), es por ello que cuando la glucemia es



baja, el glucdgeno hepético es catabolizado para formar monomeros de glucosa que
son liberados al torrente sanguineo subsecuentemente. Ademas, el higado puede
convertir ciertos aminoacidos, acido lactico, fructosa y galactosa en glucosa cuando

se presenta un estado de hipoglucemia severo.

Metabolismo de los lipidos: Algunas de las células del higado son capaces de
procesar lipidos para diversos procesos metabdlicos, tal es caso de los hepatocitos que
almacenan triglicéridos, degradan &cidos grasos para producir adenosin trifosfato
(ATP) y sintetizan lipoproteinas, que seran las encargadas de transportar a los acidos
grasos, triglicéridos y colesterol hacia otras células del organismo, ademas, las células
estelares (HSC) se encargan de almacenar vitamina A, la cual participa en diversos
procesos fisioldgicos.

Metabolismo de las proteinas: Los hepatocitos cumplen diversos procesos
metabolicos, dentro de estos destaca la desaminacion de los amino&cidos, este
proceso se lleva a cabo para que los aminoécidos una vez desaminados se puedan
utilizar en la produccion de ATP o ser convertidos a carbohidratos o grasas; el
amoniaco resultante de la desaminacién es convertido en otra molécula menos toxica
llamada urea, ésta es excretada subsecuentemente por la orina. Ademas, los
hepatocitos son los encargados de la sintesis de diversas proteinas como las

plasmaticas, la albumina, alfa y beta globulinas, asi como protrombina y fibrindgeno.

Metabolismo de los xenobidticos: El higado es el principal 6rgano detoxificador del
cuerpo, es por ello que se encarga del metabolismo de diversos xenobidticos tales
como farmacos, alcohol y compuestos presentes en alimentos como los conservadores
y otros insumos, esto es llevado a cabo principalmente por el Citocromo P450 vy las

reacciones de fase 1 y 2.

Excrecion de la bilirrubina: La bilirrubina es un pigmento biliar de color amarillo-
anaranjado que deriva del grupo hemo de los eritrocitos reciclados; dicha degradacion
se produce en el bazo para luego ser conjugada en el higado. Esta es almacenada en la
vesicula biliar formando parte de la bilis, siendo excretada posteriormente al duodeno

y dando el color caracterfstico a las heces.



Almacenamiento: Ademéas del glucogeno, en el higado se almacenan otras
biomoléculas esenciales para el organismo, tales como las vitaminas (A, B, D, E 'y

K) y metales (hierro y cobre), que se liberan del higado cuando son requeridos.

Fagocitosis: Las células de Kupffer (KC) son uno de los tipos celulares en el higado
encargado de la degradacion de agentes vivos nocivos para el cuerpo, como las
bacterias, ademas realizan la funcion de limpieza de la sangre al eliminar a los

leucocitos y eritrocitos viejos.

2.3 El lobulillo hepético
Es la unidad funcional del higado, tiene la forma de un hexagono y mide

aproximadamente 2 mm (Figura 2). Estos estan limitados por el tejido conectivo
interlobulillar, ademas, en la periferia de los lobulillos, donde varios de ellos se unen,
se observan las triadas portales o espacios portales, que constan de las ramas de la
vena porta, la arteria hepética y el conducto biliar. Los lobulillos estdn compuestos
por cordones de hepatocitos que se organizan de forma radial a la vena central hasta
la periferia y estan separados por los sinusoides.

Los sinusoides comunican las ramificaciones terminales de la vena porta y de la
arteria hepética con la vena central, que representa el comienzo de las venas
hepéticas. Entre las placas de hepatocitos, se encuentran los espacios por los que
transcurren los sinusoides, separados de las placas de hepatocitos por el espacio de
Disse. En la porcién periférica, el lobulillo esta cerrado contra el espacio periportal
por una placa continua de hepatocitos, la cual posee Unicamente pequefios orificios
para las ramificaciones terminales de la arteria hepatica, la vena porta y el conducto

biliar.*’

El lobulillo estd organizado dentro de areas espaciales distintas a lo largo del eje
porto-centrolobulillar conocidas como zonas metabdlicas. Debido a esto, las
funciones metabdlicas del higado, las realizan distintos grupos de hepatocitos, asi el
nivel de agresién a los cuales sean sometidos, dependera de su posicion dentro del

lobulillo. 8
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Figura 2. Estructura de un lobulillo hepatico, se muestran las placas celulares, la vena central, los
sinusoides y el espacio portal

2.3.1 Acino hepético
También llamado lobulillo de Rappaport (Figura 3) representa la unidad minima

funcional relacionada con la irrigacion sanguinea del higado. Se define como una
estructura romboidal, cuyos vértices giran en entorno a dos venas centrales e incluye
un eje compuesto por ramificaciones terminales de la arteria hepatica, la vena porta 'y
un conducto biliar. Se distinguen tres zonas de diversa actividad metabdlica entre el
eje y la vena central, los hepatocitos méas cercanos al eje vascular o zona 1 son
irrigados por sangre rica en oxigeno y rica en nutrientes, los hepatocitos localizados
en la zona 2 o intermedia reciben sangre de menor calidad en ambos rubros, mientras
que los mas alejados o de la zona 3 reciben el menor aporte de oxigeno y de
nutrientes, esto es debido a que en la zona 1, la vena porta y la arteria hepética vierten
la sangre que circula por ellas, por lo que a medida que la sangre llega a la zona 3,

ésta pierde gran parte de su calidad.” *°

2.3.2 Lobulillo portal
Es una unidad funcional centrada alrededor del conducto biliar del espacio porta

(Figura 3), esta relacionada con la secrecion exocrina del higado, ademas de que es



una estructura triangular compuesta por el parénquima hepéatico de tres lobulillos
hepéticos adyacentes cuyos vértices son las venas centrales.’

Portal lobule Hepatic acinus

|. zone
—— |l. zone
— lll. zone

8 <
Portal triad —).{//\\iy\\{:

Hepatic lobule

Figura 3. Diferentes zonas de los hepatocitos dentro del lobulillo dependiendo del flujo sanguineo

2.4 Sinusoides hepaticos

Son mas grandes y mas irregulares que los capilares y poseen una pared celular muy
delgada separada de las placas de células hepéticas por el espacio perisinusoidal con
su red de fibras reticulares. La pared sinusoidal se compone de células endoteliales
(LSEC) discontinuas mientras que en el interior de la luz sinusoidal se ubican las
HSC. Por los sinusoides circulan unos 1,500 mL de sangre por minuto, que proviene
de una circulacion doble, por un lado, la arterial a alta presion y por el otro, la portal a
baja presion, ambas se mezclan en el compartimento sinusoidal para ser drenadas

posteriormente a la circulacion cava a través de las venas suprahepéticas.*>*’

2.5 Sistema biliar
La bilis es un liquido producido por los hepatocitos que se almacena en la vesicula

biliar, es de coloracion pardo-amarillenta o verde oliva, de sabor amargo, un pH de
7.6-8.6 y desempefia la funcién de emulsificar a los acidos grasos para que estos
puedan ser absorbidos posteriormente. Esta constituida por sales biliares (componente
encargado de la emulsificacion), proteinas, colesterol, pigmentos biliares, hormonas,
varios tipos de iones, bilirrubina (también funge como su pigmento principal) y de

agua.
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La bilis secretada por los hepatocitos (entre 800 a 1000 mL) entra en un sistema de
flujo que empieza en los canaliculos biliares, que son estrechos conductos
intercelulares que desembocan en los conductillos biliares, desde los cuales pasa a los
conductos biliares en la periferia de los lobulillos. Los conductos biliares emergen y
forman una bifurcacion (derecho e izquierdo), los cuales se unen y abandonan el
higado formando el conducto biliar comin, éste a su vez se une al conducto cistico de

la vesicula biliar para formar el colédoco.

Las funciones de la vesicula biliar son el almacenamiento y la concentracion de la
bilis producida en el higado, el almacenamiento que presenta la vesicula biliar es muy
grande, para después ser expulsada en el momento que se requiera al duodeno;
durante el proceso de concentracién, el agua y algunos iones se absorben en la

mucosa biliar.

2.6 Tipos celulares presentes en el lobulillo hepatico
Como se menciond anteriormente, el lobulillo hepético es la unidad funcional del

higado, sin embargo, el lobulillo estd constituido por varios tipos de células que

cumplen diversas funciones y mantienen la homeostasis hepatica.

2.6.1 Hepatocitos
Los hepatocitos (Figura 4) realizan una gran cantidad de funciones metabdlicas,

enddcrinas y secretoras en el higado, cerca del 80 % de la masa hepatica esta
constituida por ellos. En una vista de tres dimensiones, los hepatocitos se organizan
en placas que anastomosan unas con otras. Estas células tienen forma poligonal,
ademas pueden entrar en contacto tanto con los sinusoides (cara sinusoidal) o los
hepatocitos vecinos (cara lateral). Cabe destacar que una porcion de la cara lateral de
los hepatocitos es modificada para formar los canaliculos biliares, mientras que las
microvellosidades estan presentes abundantemente en la cara sinusoidal y proyectan

escasamente dentro de los canaliculos biliares.

Ultraestructuralmente, los hepatocitos en su mayoria tienen un dnico ndcleo, sin
embargo, las células binucleadas también son comunes. Funcionalmente, son activos
en la sintesis de proteinas, lipidos y lipoproteinas, es por ello que presentan gran

cantidad de reticulo endoplasmico rugoso, ademas, contienen muchas pilas de
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membranas de Golgi; las vesiculas de Golgi son particularmente numerosas en la
vecindad del canaliculo biliar, reflejando entonces un transporte de constituyentes
biliares en esos canales. Otro tipo de biomolécula observada de forma abundante es el
glucdégeno, la cantidad de esta molécula dependera en gran medida de si la
observacion se realiza después de una abundante comida (grandes cantidades de
glucgeno) o antes de un ayuno prolongado (pequefias cantidades de glucégeno).?’

2.6.2 Células de Kupffer (KC)
Fueron descritas el siglo pasado por Karl Wilhelm von Kupffer, se sitdan en el

interior de la luz sinusoidal y presentan periféricamente seudopodos (Figura 4),
algunos de los cuales se introducen a través del foramen de las células endoteliales
constituyendo elementos de fijacion de la célula a la barrera sinusoidal. Se encuentran
en mayor proporcion en la region proxima al espacio porta (acino 1 de Rappaport),
disminuyendo progresivamente su frecuencia hacia el acino 3. Su estructura
citoplasmatica es caracteristica y contiene una gran variedad de vesiculas, cuerpos
densos y vacuolas, constituyendo un aparato lisosomal muy desarrollado. Dentro del
citoplasma, se observan espacios recubiertos por membrana celular a modo de
vesiculas pinociticas o fagociticas y tubulos, el nacleo es ovalado con una membrana
ondulada, ademas, presenta caracteristicas morfolégicas similares a la de los
macrofagos. Estas células presentan propiedades que las hacen diferenciables desde
el punto de vista histolégico; una de ellas es su positividad a la reaccion de
peroxidasas que se localizan en el reticulo endoplasmico rugoso y en el ndcleo, a
diferencia del resto de las células presentes en los sinusoides hepaticos, las cuales son
peroxidasa negativas, otra propiedad es su capacidad para fagocitar particulas de latex

de 0.8 um cuando son administradas por via endovenosa.

La funcidon de las KC es la de actuar como macrdéfagos al fagocitar todo aquello que
sea inatil y/o nocivo como los eritrocitos viejos, las bacterias, los parasitos e incluso
determinadas lineas celulares transportadas en la sangre que circulan por los
sinusoides, todo este proceso se lleva a cabo mediante pinocitosis y fagocitosis. Por
otra parte, su membrana presenta receptores que son activados por sustancias con

poder inmunogenico, siendo ademas capaces de responder a estimulos con
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endotoxinas o sustancias inmunomoduladoras, con la subsecuente produccion y

liberacion de productos como radicales activos, interleucinas, TNF-a, interferon, etc.

Las KC, frente a estimulos como una concentracion alta de glucosa en células
hepaticas o hipertension portal son capaces de producir sustancias con efecto toxico

celular que posteriormente seran tratadas por las LSEC.?

2.6.3 C¢élulas estelares hepaticas (HSC) o células de Ito
También llamadas “fat-storing cells”, adipocitos, pericitos o células estrelladas,

fueron descritas por primera vez por Karl Wilhelm von Kupffer en 1876, por otra
parte, Toshio Ito en 1951, realizé la descripcion de estas mismas células, se localizan
en el espacio de Disse entre las LSEC y los hepatocitos (Figura 4), al igual que los
pericitos en el endotelio clasico. Su morfologia es similar a la de los fibroblastos, ya
que emiten brazos citoplasmaticos que se extienden por el espacio de Disse
contactando con las LSEC y las microvellosidades de los hepatocitos. Es de notar
dentro de sus caracteristicas, el hecho de que en el citoplasma de estas células se
presenten fibras reticulares consideradas precursoras de coladgena y de grandes gotas
de grasa con un alto contenido de vitamina A, es por esta razén que se tifien
especificamente para la desmina, caracteristica que las diferencia del resto de las
células del sinusoide hepatico; también poseen un desarrollado aparato de Golgi y

abundante reticulo endoplasmico rugoso.

La funcion de estas células no es del todo clara, sin embargo, son consideradas como
el reservorio fundamental de la vitamina A en el organismo, elementos importantes
en la génesis de la matriz extracelular (ECM) y como el lugar por excelencia de la
sintesis del tejido conectivo que constituye el esqueleto del sinusoide en condiciones
fisiolégicas y la fibrosis que aparece en la cirrosis hepéatica. En un higado sano, las
HSC estan en estado quiescente, actualmente, se considera que éstas al sufrir lesiones
cronicas hepaticas sufren un proceso de activacion y posterior transdiferenciacion en
las células parecidas a miofibroblastos, adquiriendo la capacidad de proliferar y de
sintetizar colagena del tipo I, 11 y IV, fibronectina, laminina y acido hialurénico. La
activacion consiste en dos fases principales: la iniciacion y la perpetuacion. La

iniciacion corresponde a cambios tempranos en la expresion de genes y del fenotipo,
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lo que provoca que las células reaccionen a otras citocinas y estimulos, mientras que
la perpetuacion resulta de los efectos de estos estimulos sobre el mantenimiento del
fenotipo y la generacion de la fibrosis. La iniciacion es el proceso mas largo debido a
la estimulacion paracrina necesaria, mientras que la perpetuacion involucra asas de
estimulacion tanto paracrinas como autocrinas, ademas, es dependiente de un nimero
de cambios funcionales tales como la proliferacion celular y la quimiotaxis
(leucocitaria), la fibrogénesis, el incremento en la contractilidad y la pérdida de la
capacidad de almacenar la vitamina A. El estimulo paracrino deriva de células
vecinas como, los hepatocitos lesionados, las LSEC, las KC vy las plaquetas. Los
hepatocitos liberan citocinas tales como TGF-B y TGF-a, entre otras, las LSEC
liberan endotelina 1 (ET-1) y fibronectina celular, las cuales tienen un efecto
activador sobre las HSC; las LSEC también participan en la activacion del TGF-p.
Las KC pueden estimular la sintesis de ECM, la proliferacion celular y la liberacién
de vitamina A de las HSC a través de la activacién de las citocinas (particularmente
el TGF-B, TNF-a) y de ROS. Las plaquetas son también consideradas como fuentes
importantes de los factores de crecimiento, notandose de sobremanera el PDGF, el
factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el TGF-B1; otras fuentes de los factores de
crecimiento incluyen a los linfocitos y los monocitos. En la Tabla 1 se muestran todas
las citocinas que ejercen un efecto activador de las células esterales y en la Tabla 2 se
mencionan las asas autdcrinas y paracrinas envueltas en la perpetuacion de la
activacion de las HSC. Cabe mencionar que al incurrir en lesiones inducidas por el
alcohol, se produce un aumento en el nimero de HSC, propiamente en las zonas
préximas a la zona centrolobulillar, acompafiado de un incremento en la deposicién

de colagena v la fibrosis perivenular.?: %

Tabla 1. Factores paracrinos envueltos en la iniciacion de la activacion de las HSC

Fuente celular Factor paracrino
Hepatocitos Peroxidos lipidicos, TGF-B1, TGF-a, IL-6, IGF-1, IGFBP, M-
CSF, GM-CSF
KC Peroxidos lipidicos, TGF-p1, TGF-a, IL-6, TNF-a, PDGF,
gelatinasa B
LSEC TGF-B1, ET-1, PDGF, fibronectina celular, TGF-B1 activado
Plaquetas PDGF, TGF-B1, EGF
Linfocitos TGF-a, interleucinas

Monocitos TNF-0, TGF-B1, PDGF
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Tabla 2. Asas autocrinas y paracrinas envueltas en la perpetuacion de la activacion
de las HSC

Cambio funcional Factor
Proliferacion PDGF, EGF, TGF-a, bFGF, IGF-1, CTGF
Quimiotaxis de células PDGF, bFGF, IGF-1, M-CSF, MCP-1
estelares
Quimiotaxis de leucocitos M-CSF, MCP-1
Fibrogénesis TGF-B1, acetaldehido, retinoides, IL-1p, IL-6, TNF-a
Contractibilidad ET-1, PAF, 6xido nitrico, trombina
Degradacion de matriz ~ Menor actividad de MMPs, Mayor actividad de
TIMPs
Pérdida de retinoides Menos ligandos para RAR+RXR que mantienen la
quiescencia

2.6.4 Células de Pit
Fueron descritas por Eddie Wisse en 1976, recibieron este nombre debido a sus

caracteristicos granulos citoplasmaticos, lo que en aleman es llamado “Pit”, se sitGan
en el interior de la luz sinusoidal en contacto con el endotelio (Figura 4); en su
estructura es de notarse que el ndcleo se localiza en el lado opuesto al de los
organelos. Entre los organelos destacan cuerpos granulosos parecidos a los que se
encuentran en las células enddcrinas y unas vesiculas que se asemejan en estructura a
los linfocitos granulares. Debido a su semejanza con los linfocitos, Kaneda et al en
1983%% sugirieron que las células de Pit tenfan actividad NK (natural Kkiller),
posteriormente, el aislamiento y purificacién de estas células a partir de higados de
ratas y la evidencia de la citotoxicidad espontanea contra las células confirmé que las
células de Pit eran las NK propias del higado, de este modo, representan un medio de

defensa natural frente a la colonizacion por virus o al desarrollo de tumores.?*%*

2.6.5 C¢élulas endoteliales sinusoidales (LSEC)
Constituyen la pared sinusoidal (Figura 4), Eddie Wisse fue el primero que los

descubridé en 1970 a través de un microscopio electrénico. Este tipo celular es el
encargado de soportar el complejo circulatorio sinusoidal mencionado anteriormente,
en su interior, a las KC y celulas de Pit, dejando en su periferia el espacio de Disse
ocupado por ECM sembrado de HSC que limitan con las microvellosidades de otras
LSEC.
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Como caracteristicas ultraestructurales se mencionan vesiculas micropinocitéticas
revestidas de cerdas y muchas vacuolas parecidas a lisosomas en el pericarion,
indicando una actividad endocitdtica bien desarrollada, asi como mitocondrias de
pequefio tamarfio y escaso reticulo endoplasmico rugoso. Dentro de sus caracteristicas
mas llamativas se encuentran la ausencia de la l&mina basal y la presencia de
fenestraciones (presencia de orificios denominados foramen), esto junto con su
capacidad endocitética las hacen diferentes y Unicas de cualquier otra célula
endotelial del cuerpo. El tamafio promedio de las fenestraciones varia entre 50 y 300

2 estos valores también dependen de la

nm con una densidad de 3 y 23 pum
localizacion en el higado, siendo mayores y més frecuentes cuanto mas proximo esta

el endotelio al espacio portal.?*

Hepatocytes

Space of Dissé

_—

stellate.ce
Sinusoidal endothelium

T cell ) Lumen

Kupffer cell Portal delivery
« of cytokines,
FFAs, etc.

Figura 4. Localizacion de los tipos celulares presentes en el higado. Se muestran los hepatocitos, HSC,
KC, LSEC y células de Pit.

2.7 Danio al higado
El higado es el principal érgano detoxificador del organismo, es por ello que esta

expuesto a agresiones de diversa etiologia; el metabolismo de tales agentes puede
causar lesiones, esto dependera tanto de las sustancias asi como del tiempo de
exposicion al agente, es por ello que se puede suscitar tanto un dafio agudo o crénico;
de este modo, las funciones propias de este 6rgano pueden llegar a perder su

equilibrio y producirse diversas enfermedades hepaticas. El dafio hepatico agudo o
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falla hepética aguda (Figura 5) ocurre cuando se produce un dafio masivo en el
higado, perdiendo de forma abrupta las funciones metabdlicas e inmunologicas al
comprometerse al menos un 70 % de la masa hepatica, lo que conduce a
encefalopatias, coagulopatias, y en muchos casos, una falla progresiva en multiples
organos. La necrosis del tejido hepatico es caracteristica de este tipo de dafio, lo que
se traduce en la pérdida del metabolismo de proteinas, carbohidratos y lipidos.> Por
otro lado, el dafio hepatico crénico (Figura 5) se considera como aquella agresion
persistente al parénquima hepatico que puede ser capaz de producir un dafio
morfoldgico y/o funcional, cladsicamente, se describe la inflamacién y la necrosis que

persiste en el tiempo como la causa de la fibrosis.?

Daiio periédico de
moderada
intensidad

Dafio masivo

Pérdida subita de
masa hepatica
funcional

Cicatrizacion

Regeneracion hepatica

Figura 5. Esquema de los tipos de dafio que se presentan en el higado ante algun agente etioldgico y
tiempo de exposicion.

2.7.1 Fibrosis hepética
La fibrosis hepatica es la excesiva deposicion de las proteinas de ECM,

principalmente de colagena, que distorsiona la arquitectura hepatica por la formacion
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de cicatrices fibroticas y la subsecuente formacion de nddulos de regeneracion; ocurre
en muchos tipos de enfermedades hepéticas cronicas, cabe mencionar que la fibrosis
en un estadio avanzado que da lugar al desarrollo de la cirrosis, falla hepética e
hipertension portal, debido a esto, se requiere de un trasplante de érgano para poder

curar esta hepatopatia.

La fibrosis hepética resulta del dafio crénico por algun agente etioldgico, dentro de
las causas que propician la fibrosis en paises industrializados incluyen las infecciones
cronicas por el virus de la hepatitis C (HCV), abuso del alcohol y esteatohepatitis no
alcohdlica (NASH), siendo esta Ultima reconocida como la mayor causa en los

altimos afios.*?

Por mucho tiempo se pensd que la fibrosis era un proceso pasivo e irreversible,
debido al colapso que sufria el parénquima hepético y la substitucion por tejido rico
en colagena, sin embargo, reportes tempranos en los afios 70’s, sugirieron que la
fibrosis avanzada era potencialmente reversible, pero fue hasta los afios 80’s cuando
las HSC se identificaron como las principales productoras de colagena que realmente

se empez06 a tomar un verdadero interés en la reversion de la fibrosis.

Con la estandarizacion de los métodos para obtener a las HSC en los 80’s, se
empezaron a realizar estudios para poder identificar las moléculas clave en la
activacion de estas células; posterior a esto, se empezaron a utilizar modelos
experimentales de fibrogénesis en higados de murinos, que a su vez ayudaron a
corroborar los hallazgos obtenidos previamente con los modelos in vitro.”” En 2001,

Hammel et al., 8

publicaron un trabajo en el que mostraban que la fibrosis avanzada
era capaz de ser revertida, diversos investigadores han buscado terapias efectivas para
curar esta hepatopatia, sin embargo, hasta el momento, la Unica terapia efectiva es

eliminar al agente etioldgico.

Dentro de las terapias que se han propuesto esta el uso de moléculas que bloqueen el
sistema renina-angiotensina o que presenten actividad antioxidante, no obstante, estas

propuestas no han podido ser llevadas a ensayos clinicos, debido en gran medida a los
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requerimientos de los mismos, lo que incluiria estudios a largo plazo y biopsias de

tejido hepético, un procedimiento por demés invasivo.?’

2.7.1.1 Origeny diagndstico
La fibrosis hepéatica puede progresar rdpidamente a cirrosis bajo diversos factores

que pueden ser de origen genético o ambiental. En la Tabla 3 se muestran los factores

genéticos y ambientales asociados a la fibrogénesis.

Tabla 3. Factores genéticos y ambientales asociados con la progresion de la fibrosis
en diversos tipos de enfermedades cronicas hepaticas

Enfermedad
hepética

Gen candidato

- HFE.

-Angiotensindgeno.

Ambiental

-Consumao de alcohol.
-Co-infeccion con el
virus de la hepatitis B

-TGF-p. (HBV) o por infeccion
-TNF-a.. del mismo.
- ApoE.. -Edad en la que se
Infeccion cronica - MEH. presenta una infeccion
por HCV - MCP-1. aguda.
- MCP-2. -Trasplante de higado.
-Factor V. -Diabetes mellitus.
-Falta de respuesta a la
terapia antiviral
- IL-10.
-1L-1B.
- ADH.
- ALDH. -Consumo de alcohol.
Alcoholismo - CYP2EL. -Episodios de hepatitis
-TNF-a. alcohdlica.
- CTLA-4.
-TAP-2.
-MnSOD.
- HFE. -Edad.
-Angiotensindgeno. -Obesidad severa.
NASH -TGF-B. -Diabetes mellitus.
-Hipertrigliceridemia.
Cirrosis biliar -1L-1p.
primaria -TNF-a.
-ApoE.
-Hepatitis  autoinmune
Hepatitis -HLA-2. tipo 2.
autoinmune -Falta de respuesta a la

terapia.
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Por otro lado, algunos estudios epidemiolégicos han identificado polimorfismos en
varios genes candidatos que pudieran tener influencia en la progresion de la fibrosis
en el humano. La prueba de oro para determinar la fibrosis es hasta ahora la biopsia
hepética, ya que con esto se puede determinar la progresion de la misma usando
escalas como la de Metavir (etapas I-1V) o el puntaje de Ishak, por otra parte, se
pueden realizar pruebas histologicas para determinar el agente causal de la
enfermedad hepatica, asi como el grado de necrosis e inflamacion. Debido a lo
anterior, se ha propuesto el uso de ensayos de laboratorio para encontrar otros
marcadores que no supongan un riesgo, ejemplo de ellos, es la medicion de la
actividad plasmatica de enzimas como la FA, la y-GTP, la ALT y la AST, también el
conteo de plaquetas, el tiempo de protrombina y la medicion de las proteinas
plasmaticas que estén relacionadas directamente con la fibrogénesis como los pro-
péptidos N-terminal de la colagena tipo Ill, &cido hialurénico y los inhibidores de
metaloproteinasas de tejido tipo-1 (TIMP-1).?

2.7.1.2 Patogénesis de la fibrosis hepética
La fibrosis resulta de la respuesta que presenta el higado al curar las heridas bajo

lesiones realizadas de manera repetida; de modo que después de una lesién aguda las
células parenquimatosas se regeneran y reemplazan a las células necroticas o
apoptdticas, este proceso esta asociado a una respuesta inflamatoria y una limitada
deposicién de ECM; no obstante, si la lesién persiste, eventualmente la regeneracion
hepaética falla, produciéndose entonces un sustitucion de hepatocitos en el parénquima
acompariado de una abundante acumulacién de ECM incluyendo colagena fibrilar,
cabe mencionar que la distribucion de la fibrosis dependera del tipo de lesion, por
ejemplo en la infeccidn viral crénica y los desordenes colestasicos cronicos, el tejido
fibrotico se localiza alrededor de los tractos portales, mientras que en el consumo

progresivo del alcohol, se localiza en las areas pericentral y perisinusoidal.?

La fibrosis hepética esta asociada a un desbalance en la cantidad y composicion de la
EMC, presentandose en estadios avanzados hasta seis veces mas ECM (incluyendo
colagena I, Il y 1V) que en un higado sano, como fibronectina, elastina, laminina,
acido hialurénico y proteoglicanos. Esto se debe a que disminuye la actividad de las
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metaloproteinasas (MMP), que son las encargadas de remover la ECM por la elevada
expresion TIMPs.*

Las HSC activadas (Figura 6) son las principales productoras de ECM, en
condiciones no patoldgicas se encuentran en el espacio de Disse y se encargan de
almacenar vitamina A, al ser activadas adquieren caracteristicas contractiles,
proinflamatorias, fibrogénicas y de migracién, con ésta Gltima son capaces de
trasladarse al sitio de la lesion, secretando grandes cantidades de ECM y regulando la

degradacion de la misma.*=3
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Figura 6. Iniciacion y perpetuacion de las HSC. Caracteristicas fenotipicas que adquieren después de
una lesion.

Los marcadores que expresan las HSC en su estado quiescente son caracteristicos de
los adipocitos, mientras que al activarse expresan marcadores mitogénicos tales como
la a-actina de musculo de liso (a-SMA), el c-myb y el factor promotor de los
miocitos-2 (Mef-2).2’

Para que se produzca el proceso fibrotico, diferentes tipos de células deben de
interaccionar, empezando con los hepatocitos, por encargarse de los procesos
metabolicos en el higado, son blancos para muchos compuestos que al ser
biotransformados pueden dar lugar a moléculas hepatotdxicas, también al exponerse a

infecciones virales y sales biliares, etc.>* Una vez que se produce el dafio en los
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hepatocitos, estos liberan ROS o mediadores fibrogénicos e inducen el reclutamiento
de leucocitos por las células inflamatorias. Las células inflamatorias méas que otras
son las encargadas de activar a las HSC para secretar la colagena, ademas, la
apoptosis de los hepatocitos dafiados, estimula las acciones fibrogénicas de los
miofibroblastos hepaticos.>® Las HSC activadas liberan quimosinas inflamatorias,
expresan moléculas de adhesion celular y modulan la activacion de linfocitos.*® De lo
anterior, se produce un circulo vicioso en el que las células inflamatorias y
fibrogénicas se activan unas a otras. Por otro lado, las KC son macréfagos propios
del higado, jugando un papel muy importante en la inflamacion del higado al liberar
ROS y citocinas.®” *® Un dato interesante es que en los desérdenes colestésicos
cronicos, las LSEC estimulan a los miofibroblastos acumulados en el espacio porta
para iniciar la deposicion de colagena alrededor de los conductos biliares dafiados.*
Finalmente, los cambios producidos en la composicion de la ECM pueden estimular
directamente la fibrogénesis, por ejemplo, la colagena tipo 1V y el fibrindgeno son
capaces de estimular a las HSC residentes por la activacion del TGF-B1, la colagena
fibrilar por su parte, se puede unir y activar a las HSC via integrinas, ademas, la ECM

alterada puede servir como reservorio para factores de crecimiento y MMPs.** %

2.7.1.3 Citocinas clave en el desarrollo de la fibrosis
Las citocinas regulan la respuesta inflamatoria al modular la fibrogénesis hepatica in

vitro e in vivo ,* entre los factores que ejercen un efecto se encuentran el TGF-B1, ya
que este favorece la transicion de las HSC a ceélulas parecidas a miofibroblastos,
estimula la sintesis de las proteinas de ECM e inhibe su degradacién,* por otro lado,
el PDGF es el mitogeno mas potente para la activacion de las HSC, ademas, esta
regulado a la alza en la fibrosis hepatica y cabe mencionar que su inhibicion atenua la

fibrogénesis hepética experimental.**

Otra citocina, por demas importante es el TNF-a, ésta se asocia con una variedad de
condiciones fisiolégicas y patoldgicas incluyendo citotoxicidad, diferenciacion y
crecimiento celular, modulacion inmune y actividad proinflamatoria; muchas de las
respuestas asociadas al TNF-a son producto de la regulacion en la expresion de los
genes que ésta produce. Se encuentra elevada en las enfermedades hepaticas agudas y
cronicas, produciendo inflamacion en este 6rgano.*
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Las citocinas con efecto vasoactivo también pueden regular la fibrogénesis hepética,
dentro de éstas, la angiotensina Il parece jugar un papel muy importante, esto se debe
a que actia como efector en el sistema renina-angiotensina, el mayor regulador de la
homeostasis de la tension arterial, se ha observado que componentes clave de este

sistema se expresan en los higados lesionados de forma cronica y en las HSC

activadas, generando angiotensina Il (Ang Il) promoviendo un asa positiva,*® %’ ya
que la Ang Il promueve en las HSC activas la proliferacion celular y la migracion
48-50

celular, la secrecion de las citocinas proinflamatorias y la sintesis de colagena.
Cabe destacar que los farmacos que actlan sobre el sistema renina-angiotensina

reducen de forma marcada la fibrosis.>® >

2.7.1.4 FRy su relacion con la fibrosis
Los FR son moléculas con una cantidad de electrones impares que buscan la manera

de poder estabilizarse, es por ello que atacan a otras moléculas para obtener de ellas
el electron que les haga falta, dentro de las moléculas blanco se encuentran los lipidos
polinsaturados de las membranas, produciéndose un fenémeno conocido como
peroxidacion lipidica. Dentro de los FR se pueden mencionar varios de éstos, sin
embargo, aquellos que presentan mayor relevancia para los sistemas bioldgicos son
las ROS, que bajo las condiciones de homeostasis son benéficas, sin embargo, al
haber una pérdida del estado prooxidante/antioxidante de la célula se produce el
estrés oxidativo, el cual estd implicado en varias enfermedades incluyendo las del
higado.>® Las ROS vy otros intermediarios relacionados contribuyen a la muerte de los
hepatocitos (apoptosis y necrosis), la perpetuacion de la respuesta inflamatoria y en la
comunicacion tanto en las células paranquimatosas como en las que no lo son.>* *°
Los altos niveles de ROS provenientes de las KC pueden activar a las HSC y
producirse el mecanismo fibrogénico, ademas de lo anterior, las ROS inducen la

produccién de PDGF que a su vez también activa a las HSC.>®

2.7.2 Cirrosis hepatica
Se defina como el desarrollo histoldgico de nédulos de regeneracion rodeados por

bandas fibroticas en respuesta a una lesion crénica en el higado, lo que conduce a la
distorsion de la vasculatura hepética provocando una hipertension portal, ésta ultima

es la primera y mas importante consecuencia de la cirrosis junto con el dafio en la
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funcion de los hepatocitos e implica muchas de las consecuencias que conlleva esta
hepatopatia. La hipertension portal resulta de un aumento en la resistencia
intrahepatica combinada con un aumento en el flujo sanguineo portal y la vena
hepatica, esto se debe a las modificaciones fibréticas y de la vasculatura del tejido

hepético, los valores que se llegan a alcanzar son de 10-12 mm de Hg.

La biologia de la cirrosis hepatica se caracteriza por un constante estimulo de la
regeneracion hepatocelular en un microambiente caracterizado por la inflamacion
cronica y el tejido fibrotico, esto también puede llevar al desarrollo del carcinoma
hepatocelular.>” La cirrosis y su distorsién vascular asociada son consideradas
tradicionalmente como irreversibles, pero estudios recientes sugieren que la regresion

o incluso la reversion de la cirrosis son posibles.”® *°

2.7.2.1 Causas de la cirrosis
La cirrosis comUnmente puede ser identificada por el historial médico del paciente

combinado con pruebas de laboratorio tanto sanguineas como histoldgicas. Se ha
identificado que las principales causas de la cirrosis en paises desarrollados son las
enfermedades relacionadas al consumo de bebidas alcohdlicas y el HCV, mientras
que en otros paises en vias de desarrollo el HBV es la causa mayoritaria. Otras causas
para el desarrollo de la cirrosis son de origen genético, tal es el caso de la
hemocromatosis y la enfermedad de Wilson, en donde se presenta un mal manejo por
parte del organismo del hierro y el cobre respectivamente. Estudios epidemioldgicos
reportan un gran numero de factores que pueden contribuir al desarrollo de la cirrosis,
dentro de los que se encuentran la edad mayor a 50 afios, el género masculino, la
obesidad, la resistencia a la insulina, la diabetes tipo 2, la hipertensién arterial y las

dislipidemias.®

2.7.2.2 Laregresion de la cirrosis
La regresion de la cirrosis es un fendmeno que se ha demostrado en modelos

animales a partir del retiro del agente causal y de dar el tiempo suficiente para este
proceso, ademas de que se ha propuesto que la cirrosis desarrollada en semanas de
tratamiento con algin hepatotdxico presenta caracteristicas diferentes a las de una

cirrosis desarrollada en afos, particularmente por el hecho de que las fibras de
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colagena en el reticulo son mas “facilmente reabsorbidas que las bandas de colagena
més gruesas”.®™ % Sin embargo, aunque se ha demostrado la regresion de la cirrosis
en modelos animales, no se puede decir lo mismo para el caso de los humanos; las
evidencias de la regresion fibrética o cirrotica se reportaron para diferentes etiologias,
hepatitis viral, hepatitis autoinmune y NASH. No obstante, cuando se reviso este
proceso por histopatélogos experimentados, concordaron en que hubo un grado
variable de regresion de la cirrosis, pero no una reversion de la misma en muchos de
los casos. Ademéas de lo anterior, no se tiene evidencia que sustente que las
anormalidades vasculares intrahepaticas regresen a su estadio normal, de hecho, la
evidencias disponible sugiere que las alteraciones vasculares persisten incluso en
casos extensivos de la regresion de la fibrosis y, que los sinusoides continGan con las
anormalidades presentadas en la fibrosis, contrario a lo que dicen otros grupos de

trabajo.”’

2.7.2.3 Terapias antifibrogénicas
La evidencia actual sobre el uso de posibles agentes terapéuticos esta limitada a su

uso en modelos animales de cirrosis experimental, sin embargo, éstos en su gran
mayoria han demostrado poseer efectos positivos sobre esta hepatopatia (Figura 7).
Considerando que la fibrosis es la mejor forma para asegurar que se produzca un
dafio cronico al parénquima hepéatico, muchos de los tratamientos se enfocan en el
hecho de prevenir el desarrollo de la fibrogénesis; en el 2008, Reyes-Gordillo y
colaboradores®® demostraron que la curcumina fue capaz de prevenir la cirrosis
inducida por la ligadura del conducto biliar y por CCly; en el afio 2012, Arauz y
colaboradores® demostraron que el uso del café atenuaba la fibrosis inducida con
TAA, al disminuir la expresion de TGF-p y del factor de crecimiento del tejido
conectivo (CTGF); la investigacion realizada por Pérez-Vargas y colaboradores®® en
2014, demostré que la hesperidina previno la fibrosis al disminuir la expresion del
factor nuclear-kappa B (NF-xB), CTGF y TGF-p. Estos estudios muestran que el uso
de terapias de origen natural son eficaces en la prevencion de la fibrosis y la cirrosis
consecuentemente; sin embargo, no solo son capaces de tener un efecto preventivo,
Reyes-Gordillo®, mostré que la curcumina también es capaz de revertir la cirrosis

experimental. Por lo anterior, en la cirrosis, ademas de regresar el parénquima
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hepético a un estado normal, otro objetivo es el de reducir la hipertension portal, es
por ello que se plantea el uso de agentes con posibles propiedades antifibréticas
concomitantemente con tratamientos enfocados en el manejo de la hipertension

portal.
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Figura 7. Posibles blancos terapéuticos. Enfoques antifibréticos y candidatos para tratamientos
combinados.

2.7.2.4 Modelos experimentales de dafio hepatico
El uso de modelos experimentales para el estudio de la cirrosis ha ayudado de sobre

manera a entender tanto los mecanismos fisiopatologicos como los moleculares en el
desarrollo y progresion de esta hepatopatia. Casi todas las lesiones que se pueden
presentar en el higado pueden ser inducidas, ya sea la necrosis, la esteatosis, las

lesiones venulares hepaticas, la colestasis y la cirrosis.

En los modelos de dafio hepatico se pueden utilizar tanto animales completos o
cultivos celulares, el uso de los animales completos es esencial para demostrar que

cierto agente es capaz de causar un efecto nocivo con relevancia fisioldgica. En el uso
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de animales, las ratas destacan debido a su facil manipulacion y bajo costo respecto
de otros modelos, ademas, el uso de un modelo en comun permite hacer correlaciones

con los hallazgos realizados por diversos grupos de trabajo.

Dentro de los hepatotdxicos que se utilizan para inducir la cirrosis experimental, el
CCl,4 es uno de los mas ampliamente usados, este es un haloalcano que antiguamente
se utilizaba como extintor y solvente en la produccién de refrigerantes, sin embargo,
su uso fue descontinuado debido a su alta toxicidad; ésta ultima depende de la dosis y
la duracion de la exposicién. A bajas dosis, se presenta una pérdida en la homeostasis
del Ca**, la peroxidacién lipidica, la liberacién de citocinas con diversas funciones y
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la necrosis.””™, mientras que a dosis elevadas y por un tiempo prolongado de

administracion, se presenta la fibrosis, cirrosis e incluso el carcinoma hepatocelular.”

El metabolismo del CCl, comienza con la formacién del radical tricolometilo (CCls")
" al romperse el enlace del cloro y el carbono debido a la accién del Citocromo P450
(Figura 8) presente en el reticulo endoplasmico,’ sin embargo, no solo este organelo
biotransforma el CCl,, también la mitocondria ha sido identificada como otro
metabolizador.” EI CYP2E1 es la isoforma que principalmente se encarga de estos
bioprocesos, no obstante, otras isoformas como la CYP2B1 y CYP2B2 son capaces
de realizar estas funciones (Figura 8),”* en el humano el CYP2EL1 es la principal
metabolizador, sin embargo, en altas dosis la isoforma CYP3A también contribuye.”
El CCls™ es capaz de unirse de forma covalente al CYP2E1 en el sitio activo de la

enzima,”® o al grupo hemo,”” causando asf su propia inactivacion.

Este radical reacciona con un gran nimero de biomoléculas tales como &cidos grasos,
proteinas, lipidos, acidos nucleicos y aminoacidos;’® El CCl;" puede extraer un 4tomo
de hidrégeno de los &cidos grasos insaturados y formar cloroformo; ademas de
inducir aductos y dafiar el DNA.” En 1926, Lamson and Wing'® fueron los primeros
en reportar que la intoxicacion por CCl, producia cirrosis, mientras que Cameron y
Karunaratne®® en 1932 fueron los que publicaron un estudio sistematico que
establecia tanto la morfologia asi como la estandarizacion del modelo experimental.
Para producir un estado cirrotico, es necesario administrar dosis repetidas de CCly,

sin tomar en cuenta el tipo de animal o la via de administracion.

27



La dosis recomendada para ello es la de 400 mg/kg de peso, usando como vehiculo
de administracion el petrolato liquido, la cirrosis se observa después de ocho
semanas, ademas de lo anterior, la severidad de la hepatopatia aumenta de acuerdo al
tiempo de administracion.®! La cirrosis inducida con el CCl, emula las caracteristicas
principales de la cirrosis humana: nodulos de regeneracion rodeados por tejido
fibrético, hipertension portal, el higado es nodular y hay proliferacion de ductos

biliares.®

Haloalquilacién de proteinas
lipidos vy dcidos nucleicos

Citocrome P450

2E1, 281, 282 *
CCl, —===22 5 CCls o,

CCl;O0" — >  Peroxidacién lipidica

Figura 8. Metabolismo del CCl, por tres isoformas del Citocromo P450.

Otro hepatotoxico que emula la cirrosis es la TAA, anteriormente se utilizaba como
solvente para la industria del papel y tratamiento del cuero, este compuesto es soluble
en agua y en alcohol; ademés de ser hidrolizable por &cidos y bases, también puede
reaccionar con sales y metales pesados.®® La TAA al igual que el CCl, debe ser
activada para producir su hepatotoxicidad, ésta es metabolizada por la isoforma
CYP2EL1 o por la flavin monooxigenasa (FMO) (Figura 9), el producto formado es la
tioacetamida sulfoxido (TASO), un radical altamente reactivo, el cual posteriormente
también puede ser biotransformado por la misma enzima a tioacetamida disulfoxido
(TASO,), estos dos metabolitos son capaces de inducir dafio a las membranas
celulares y organelos, asi como producir ROS por la unién covalente a
macromoléculas como proteinas en sus lisinas de las cadenas laterales.®* Se ha
reportado que una dosis Unica de TAA causa la necrosis centrilobular, la elevacion de
las transaminasas plasmaticas, la necrosis y la infiltracion periportal, mientras que
una dosis cronica causa la necrosis, la inflamacion, la fibrosis, la cirrosis y el
carcinoma hepatocelular, ademas, causa un estado de estrés oxidativo, aumentado el

dafio a biomoléculas dado por los FR.%
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Figura 9. Formacién de metabolitos de la TAA. 1. TAA. 2. TASO. 3 y 4. TASO, (proceso de
tautomerizacion). 5. Acido acetil sulfinico

2.8 Estreés oxidativo

El dafio oxidativo o estrés oxidativo se define como la exposicion de la materia viva a
diversas fuentes que producen una ruptura de la homeostasis existente entre las
moléculas prooxidantes/antioxidantes ya sea por un déficit del sistema antioxidante o
por un incremento en la produccion de FR, esto trae consigo un desequilibrio en la
célula, por lo tanto, las funciones que realiza se modifican, consecuentemente las
funciones de los dérganos se ven afectadas, es por ello que se considera al estrés
oxidativo como una pieza clave en diversas patologias y es de sumo interés dentro de
las areas médico-bioldgicas su estudio para asi poder contrarrestar los dafios que este

induce en el organismo a nivel genético.

2.8.1 Radicales libres (FR)
Son moléculas altamente reactivas que se encuentran en una forma inestable, por su

naturaleza altamente reactiva dafian diversas células y sistemas. En la naturaleza se
forma por la ganancia o pérdida de uno o mas electrones, se pueden encontrar
diversos tipos de FR, tales como las ROS, especies reactivas de nitrégeno (RNS),
especies reactivas de azufre (RSS) u otras moléculas que provengan del metabolismo
de compuestos como la TAA, el CCl,, el paracetamol o incluso por alteraciones
fisiolégicas como en las dietas hipercaldricas y/o insuficiente en antioxidantes, los

procesos inflamatorios, el ejercicio extenuante o la reperfusion isquémica, también de
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patologias tales como la Diabetes tipo 2, el sindrome metabolico, la hipertension, la

cirrosis, etc.
Los FR se clasifican en tres categorias dependiendo de su naturaleza:

-FR inorganicos o primarios: Se originan por la transferencia de electrones sobre el
atomo de O, representan distintos estados en la reduccion de éste y se caracterizan

por tener una vida media muy corta.

-FR organicos o secundarios: Se pueden originar por la transferencia de un electrén
de un radical primario a un dtomo perteneciente a una molécula organica o por la
reaccion de dos radicales entre si, poseen una vida media mas larga que los radicales

primarios.

-Intermediarios estables relacionados con los ROS: Corresponde a moléculas que
per se no son FR, sin embargo, son capaces de generarlos o resultan del metabolismo

de los mismaos.

Los FR se pueden generar de forma intracelular o extracelular, células como los
neutrofilos, los monocitos, los macrofagos, los eosindfilos y las endoteliales, dentro
de éstas, por accion de las enzimas xantina oxidasa (XO), nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato (NADPH) oxidasa, indolamina-2,3 dioxigenasa, triptéfano 2,3-
dioxigenasa, mieloperoxidasa, galactosa oxidasa, ciclooxigenasa, lipooxigenasa,

monoaminooxidasa y Citocromo P450.
Dentro de las biomoléculas que son blancos para los FR encontramos a:

-Lipidos: Son constituyentes de las membranas celulares ricas en &cido grasos
poliinsaturados, al ser atacados se produce la peroxidacion lipidica, alterando de este
modo la permeabilidad celular llevando después a la necrosis. Los factores que
influyen en la magnitud de la peroxidacion lipidica incluyen: la naturaleza y la
cantidad del agente iniciador, la accesibilidad de los &cidos grasos poliinsaturados y
la cantidad presente en la membrana celular, la presencia de metales de transicion, la

tension de oxigeno y los niveles de antioxidantes ya sea endogenos 0 exogenos.
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-Proteinas: Los residuos de los aminoacidos son los que sufren el ataque por parte de
los FR, dentro de estos residuos se encuentran la fenilalanina, la tirosina, la lisina, la
histidina y la metionina, sufriendo oxidaciones, entrecruzamiento de cadenas

peptidicas y formacion de grupos carbonilos.

-Acidos nucleicos: Se producen mutaciones en los nucleétidos que los componen, lo
que conlleva a la formacion de aductos entre ellos mismos o con proteinas, sufren
deleciones, fragmentaciones, reordenamientos cromosémicos y desmetilacion de
histonas, de esta forma, se inhibe la expresion de genes y la traduccién de proteinas,

Ilevando a que la célula muera o adquiera un potencial carcinogénico.

Sin embargo, los FR también tienen una funcién protectora dentro del organismo,
ayudan a la erradicacién de agentes extrafios como bacterias y parasitos, participan en
la fagocitosis, favorecen la sintesis de prostaglandinas, activan enzimas de la

membrana celular y favorecen la quimiotaxis.®®

2.8.1.1 ROS
Son consideradas dentro de las principales promotoras del estrés oxidativo; el

oxigeno de manera normal se encuentra en su forma més estable (*0.), confiriéndole
poca reactividad, sin embargo, por la accién de enzimas como la NADPH oxidasa y
XO, radiaciones ionizantes y reacciones quimicas llevadas a cabo en la mitocondria
por el componente semi-ubiquinona en la cadena respiratoria, se produce el anion
superéxido (0, ),%" otra molécula con propiedad oxidante y altamente inestable que
pueden reaccionar con biomoléculas presentes en la célula y producir otros FR de
manera secuencial a la formacioén de oxigeno singulete (*O), mientras que éste
Gltimo es reducido a O, ", perdxido de hidrégeno (H,O,) y finalmente el radical
hidroxilo (OH") de acuerdo con la siguiente reaccién general (Figura 10):%®

Superoxide Peroxide Oxene Oxide

Dioxygen radical ion ion ion ion
=2 .- e 2- e 3-
0, =/ 0, o) 0

1 A PR PP (R

2-

10, HO; H20, HO  OH’ H,0
Singlet Perhydroxyl Hydrogen Water  Hydroxyl Water
oxygen radical peroxide radical

Figura 10. Generacidn de diversas ROS por transferencia de energia o reduccion secuencial univalente
desde el estado triplete del O.

31



Cabe mencionar que para que estas reacciones ocurran de manera significativa se

deben de utilizar catalizadores tales como los metales de transicion.>

2.8.1.2 RNS
El 6xido nitrico (NO) es producido en organismos superiores como producto de la

oxidacion de uno de los nitrégenos guanidina de la L-arginina.®® Este proceso es
catalizado por la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS) en cualquiera de sus isoformas
(NNOS, INOS y eNOS). Dependiendo del microambiente, el NO puede ser convertido
a otras RNS, tales como el radical nitrosonio (NO™), anién nitroxilo (NO?) o
peroxinitrito (ONOQ’). ElI NO tiene una vida media relativamente larga y esta
involucrado en procesos tales como la neurotransmision, la peristalsis y la regulacion

de la tensién sanguinea.”

2.8.1.3 RSS
Las ROS reaccionan frecuentemente con los grupos tioles celulares para formar los

disulfuros correspondientes, estos son ligeramente oxidantes bajo condiciones
fisioldgicas, sin embargo, parece ser que el azufre puede ser facilmente oxidado mas
alld del grupo disulfuro por las ROS bajo condiciones de estrés oxidativo. La
activacion redox del enlace disulfuro por especies oxidantes para formar disulfuros-S-
monéxidos o disulfuros-S-diéxidos se ha observado tanto in vivo como in vitro,**%
ademas se ha sugerido que participan en una importante via por la cual el estimulo

oxidativo es llevado a través de la célula.®* %

Las rutas propuestas para la formacidén de disulfuros-S-6xidos provienen de la
reaccion del GSH con el H,0, en concentraciones equimolares a pH 6 dando lugar
también al acido sulfinico,” otras rutas propuestas son la interaccién del GSH con
10,% 9 formando S-nitrosoglutation® y S-nitroglutation.®® Por lo anterior, se piensa
gue bajo condiciones oxidantes, cantidades significantes de GSH son convertidas a

disulfuro-S-monéxidos, disulfuro-S-diéxidos y disulfuros.*®

2.9 Antioxidantes

De acuerdo a Halliwell en 1990,'%

son sustancias que a bajas concentraciones

respecto a las de un sustrato oxidable retardan o previenen la oxidacion del mismo,
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también se refiere a aquella sustancia que inhibe la reaccién de un FR,*™ como
sustratos oxidables, se puede mencionar biomoléculas como los lipidos, las proteinas,
los carbohidratos y el DNA.%* Se encuentran naturalmente en nuestro organismo asf
como en diversos alimentos, su utilidad radica en el hecho de que sirven como medio
de defensa contra los FR y los efectos deletéreos que éstos producen. Es por ello que
actualmente son vistos como una via potencial para la prevencion y/o el tratamiento
de pérdida de la homeostasis del organismo tales como inflamacién, la
arteriosclerosis, las enfermedades virales, la cirrosis, etc.'” Los antioxidantes al tener
mayor afinidad hacia los FR que otras moléculas, ejercen su accion al sacrificar su
propia integridad molecular al donar el electron faltante a los FR, con esto, se
convierten en un FR débil con poca reactividad para poder mantener el equilibrio
prooxidante/antioxidante en la célula.®® Sin embargo, no todos los antioxidantes
actlan de esta manera, existen enzimas que catalizan las reacciones quimicas de

moléculas sustratos que reaccionan con los FR.1%?

Los antioxidantes se pueden clasificar de acuerdo a su procedencia en enddgenos (el
organismo es capaz de sintetizarlos) o exdgenos (no son producidos por el cuerpo) y
por su naturaleza en enzimaticos y no enzimaticos. Dentro de los antioxidantes
enddgenos, se encuentran la SOD, su funcidn es la de catalizar la dismutacién de los
0, a Hy0,,' (Figura 11) utiliza como cofactores al cobre, manganeso, hierro y
zinc.'® La CuSOD y ZnSOD, se localizan en el citosol y el espacio intermembranal
de la mitocondria, la MnSOD se encuentra en la matriz mitocondrial, mientras que la

FeSOD se localiza en el espacio periplasméatico.®

Otra enzima con capacidad antioxidante es la CAT, ésta tiene una alta distribucién en
el organismo, principalmente en el higado y rifion, baja en tejido conectivo, nervioso
y en el epitelio, se localiza en la mitocondria, peroxisomas y citosol,® su funcién
consiste en biotransformar el H,O, en H,O y O, (Figura 11), ya que el H,O, en
presencia de hierro o cobre puede ser convertido en OH", la SOD y la CAT actlian en

conjunto, requiriéndose las dos para un éptimo funcionamiento.'®

La GPx es otra enzima antioxidante por demas importante, ocupa al selenio como

cofactor y se localiza principalmente en el citoplasma y la mitocondria. La funcion de
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la GPx es la de reducir hidroperoxidos lipidicos y no lipidicos asi como el H,0,
(Figura 11), oxidando al mismo tiempo dos moléculas GSH.'®

Otro antioxidante endégeno aunque no enzimatico es el GSH, este antioxidante puede
ser considerado el méas importante, se sintetiza en el citoplasma por la accion
secuencial de dos enzimas: la y-glutamilcisteina sintetasa y la glutation sintetasa.'®’
El GSH ejerce su efecto al reducir los grupos tiol de las proteinas al actuar como un
donante de electrones, durante este proceso el glutation pasa a su forma oxidada
(GSSG) que esta constituido por dos moléculas de GSH unidas por un puente
disulfuro, el GSSG es regenerado gracias a la enzima glutation reductasa, la cual
transfiere electrones del NADPH al GSSG, reduciendo al mismo tiempo a esta

108

molécula,” ademas el GSH funciona directamente en la eliminacién de las ROS al

actuar como sustrato de la GPx'%" (Figura 11).

NAD(P)H oxidases
®
0 oxidase 0 . H o catalase H 0
2 2 superoxide 22 2
hypoxanthine xanthine dismutase GSH peroxidase
xanthine uric acid (soD)
GSH GSSG
- ubiquirmne %{:ﬁ%
mitochondria
NADP* NADPH

Figura 11. Produccion del O, por parte de la xantina oxidasa. Mecanismo encargado de eliminarlo
involucrando a las enzimas SOD, CAT y GPx.

Los antioxidantes exdgenos deben de ser obtenidos desde la dieta ya que no los
produce el organismo, se pueden encontrar principalmente en las plantas y sus
productos. Dentro de estos antioxidantes, destacan las vitaminas C y E, los

betacarotenos y los flavonoides.®

2.9.1 Flavonoides
Son compuestos fendlicos que sirven de pigmentos, asi como medio de defensa

antioxidante, se encuentran principalmente en las frutas, las semillas, los vegetales,

las bebidas fermentadas asi como en las infusiones hechas a partir de las hojas de
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plantas. Se estima que en promedio se consumen 23 mg/dia de flavonoides, siendo la
Q el mas abundante, sin embargo, éstos no aportan energia a nuestro organismo.'%®
Los flavonoides presentan un esqueleto de difenilpirano (C¢C3Cs), compuesto por dos
anillos de fenilos (A y B) ligados a través de un anillo C de pirano (heterociclo),**
contienen en su estructura quimica un nimero variable de grupos hidroxilo fendlicos,
ademés, poseen propiedades quelantes para los metales de transicién.*** Los 4tomos
de carbono de los anillos A 'y C se enumeran del 2 al 6, y los del anillo B del 2’ al 6.
Dado que la estructura puede variar, dara lugar a diversos tipos de moléculas, es por
ello que los flavonoides se clasifican en flavanos, flavonoles, flavonas vy

antocianidinas'®

(Figura 12). Es importante mencionar que hay tres caracteristicas
béasicas dentro de la funcion antioxidante de los flavonoides, estas son la presencia de
un grupo catecol en el anillo B, un doble enlace en la posicion 2-3 del anillo C y
grupos hidroxilo fendlicos en las posiciones 3 y 5 del anillo C y A
respectivamente.’’? La Q destaca entre los flavonoides ya que presenta las tres

caracteristicas.®®

o] O O !
™ on

Antocianidina

Flavanol

OH

Flavona Flavonol
Figura 12. Estructura bésica de un flavonoide y de sus derivados.

Otro aspecto importante es que los flavonoles y las flavonas se unen a grupos de
azucar preferentemente en la posicién 3 y en menor frecuencia en la posicion 7 del
anillo A, por lo que estos compuestos se encuentran como O-glucdsidos, mientras que
el azlcar que se encuentra preferentemente es la D-glucosa. Cuando el flavonoide se
encuentra sin su azucar se llama aglicona, cabe mencionar que los O-glucoésidos son

més solubles en agua y menos reactivos que las agliconas correspondientes.*®
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2.9.1.1 Quercetina (Q)
El flavonol Q (5,7,3”,4’-hidroxiflavonol) es un compuesto polifendlico altamente

distribuido en frutas, semillas, vegetales, y plantas (Figura 13). Se estima que su
consumo promedio es de 16 mg/dia expresado como aglicona. En los alimentos, se
pueden encontrar en su forma de O-glucésido, preferentemente unido a glucosa o
rutinosa (6-O-ramnosil-glucosa), con altas concentraciones en cebollas, manzanas, y
diversos tipos de t6.** ¥ En E.U.A. la Q y la rutina se comercializan en los
mercados como suplementos alimenticios.**® Estudios han demostrado que la Q
presenta propiedades terapéuticas contra diversas patologias como cardiopatias

isquémicas, arterioesclerosis, lesiones renales y obstruccién biliar crénica.**®

119
I,

También presentando propiedades como antiinflamatorio,**® antitumoral,*** antiviral,

inhibidor de la agregacion plaquetaria y oxidacién de LDL.*?°

- O-Re
‘ 4
3
HO 77“\\\V/O\|/ L OH
SR "O-R1 OH O
OH o) ' Quercetin

OH
HO. o O
T
compound R1 R2 WH

. e} 0 o
quercetin H H OH O

quercetin-4’-O-glucoside H glucose HsC 0
quercetin-3-O-rutinoside rutinose = H B) HO o

-(68-O-rhamnosyl)-glucoside OH

Rutin

Figura 13. Estructura general de la Q mostrando sus posibles sustituciones y derivados. A) Q en su
forma de aglicona. B) Rutina

Cabe mencionar que la Q y la rutina no presentan los mismos efectos farmacoldgicos,
sugiriendo que la presencia del grupo de rutinosa es crucial para algunos de los
efectos protectivos de la rutina.'?* Ademas, Chaudhary y Willett en el 2006 mostraron
que la Q fue capaz de inhibir a los citocromos CYP1Al y CYP1B1, mientras que la

rutina no produjo este efecto.*?

Las propiedades antioxidantes de la Q son debidas a su estructura, siendo de vital
importancia la presencia de los grupos hidroxilo fendlicos y el grupo catecol en el
anillo B.*% Bors y colaboradores elucidaron las caracteristicas que debe presentar un

flavonoide para que tenga capacidad como antioxidante, estas caracteristicas
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consisten en la presencia de un grupo orto-dihidroxi o catecol en el anillo B, un
enlace doble enlace en los carbonos 2-3 del anillo C y sustituciones de grupos

hidroxilo en las posiciones 3y 5 de los anillos C y A, respectivamente.** 124

Dado que la Q se obtiene de la dieta, ésta debe de pasar por el tracto gastrointestinal
para su posterior absorcion y metabolismo, sin embargo, la biodisponibilidad de la Q
como aglicona es muy limitada.'® Algunos estudios han reportado que la Q en
plasma no se pudo encontrar en su forma libre después de una alta ingesta de la
misma.*?® **" Es por ello que la Q circula en la sangre de forma conjugada, mientras
que la capacidad antioxidante de los metabolitos es considerablemente menor.*?® Sin
embargo, otro estudio reportd que la concentracion plasmatica de la Q aumentd de
forma considerable cuando se administré en su forma O-glucésido en lugar de la
aglicona, lo que sugiere que no solo es importante el gupo presente en la Q (rutinosa
0 glucosa), ademas de lo anterior, la matriz de donde se obtiene puede influir en la
absorcion de la misma o el hecho de que la microbiota tanto hidroliza como rompe a

la Q en &cidos fendlicos.**®

Después de su ingesta (Figura 14), la Q en su forma de aglicona es metabolizada en
las células encargadas de la absorcion del epitelio intestinal a su forma O-metilada
para después ser biotransformada a 3"-O-metilquercetina (isoharmnetina) y en menor
medida a 4"-O-metilquercetina (tamaraxetina), como sulfatada o glucoronidada.*®
Seguido a esto, los derivados de la Q y la que no fue metabolizada, pasan a la
circulacién sanguinea a través de la vena portal hepatica. En el higado, la Q y sus
derivados son sujetos a ser conjugados por los mecanismos de fase 2. Ademas, la
enzima catecol-O-metiltransferasa (COMT), presente tanto en el higado como en los

rifiones puede participar en la metilacion de la Q o sus derivados.™*

La Q se distribuye en muchos oOrganos tales como los pulmones (mayor

concentracién)'*?

los testiculos, los rifiones, el timo, el corazon y el higado,
identificandose primeramente en su forma conjugada, aunque también se encuentra

en su forma libre.
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La Q puede ser eliminada en la orina cuando es absorbida de forma sistémica,
alternativamente puede ser excretada en la bilis y en las heces. Otra forma es por
medio de la exhalacion, ya que este flavonol puede ser degradado a dioxido de

carbono (CO,) y acidos fendlicos por la microbiota, éstos ultimos siendo eliminados

por las heces.™*!

H ingestion
. c_:nrar'ugaﬂ'oﬂ r:rf qmmen‘n andior
quercetin ,j. ;ff ;fg&dg;:a;ﬁﬁhm = in confugation lo sulfales/glucuronidas
(1 intastinal apithelium (ST and UDP-GT) or
OH O ) ) o-mathylation (COMT)
intestine in the liver fe.g. 4 and 5)
absorption
anhmmus - ;
hepatic liver
(1), (2), (3), or i
Cemeathylation of quercetin fo phenalic aclds portal vein /
3'-O-methylquercetin (2) =
and bile '
4'-O-methylquercetin (3) R : enterohepatic kidneys
by the intestinal COMT 1 i) circulation ;
HO i bile is axcreted into small intestine where
glucuronide is deconjugated and resultant
(i) aglycone s (i) reabsorbed or (i) degraded
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\

OH ©O
(2) 3'-0- methylquercetin (R{: OH; Ra: OCHy)
(3) 4'-O-methylquercetin (Rq: OCH3; R2: OH)

excration

or
microbial heterocyclic ring fission to
phenolic acids andCO2

OH O
Figura 14. Representacion de la absorcion, metabolismo y excrecion de la Q en mamiferos.

Es de notable mencion que la secrecion biliar de la Q en ratas sugiere una potencial

circulacion enterohepatica seguida por la desconjugacion de sus metabolitos.

Por ultimo, la Q en estudios in vitro mostré poseer actividad mutagénica, inducir
ruptura de cadenas de DNA, aberraciones cromosomicas y formacion de

micronucleos, sin embargo, en estudios in vivo ésta no mostré causar realmente

efectos deletéreos, debido probablemente a su baja biodisponibilidad.**
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3. HIPOTESIS

La Q por ser un flavonoide con capacidad antioxidante, sera capaz de prevenir el
dafio hepatico debido al estrés oxidativo inducido con la TAA y el CCl,.
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4. JUSTIFICACION

La cirrosis causa muchas muertes al afio, sin embargo, no hay enfoques terapéuticos
exitosos para su tratamiento, es por ello que se deben realizar investigaciones de
moléculas ya sea de origen natural o sintético, que tengan la capacidad de ejercer un
efecto positivo sobre dicha patologia, y de esta forma, ser utilizadas en un futuro

como posibles agentes terapéuticos.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
e Evaluar el efecto protector de la Q para prevenir la cirrosis experimental

inducida con TAA y CCl,.

5.2 Obijetivos particulares
e Determinar la capacidad de la Q para mantener la integridad fisica y funcional

del higado al ser expuesto a TAA y CCl;, mediante la cuantificacion de
glucogeno y colagena.

e Evaluar la capacidad antioxidante de la Q para prevenir el desequilibrio dado
en condiciones de estrés oxidativo, después de la administracion crénica de
TAAy CCl,.

e Determinar la capacidad de la Q para evitar la colestasis y necrosis inducidas
por la exposicién cronica a TAA y CCl,.

e Comparar las histologias hepéticas de ratas expuestas a los hepatotoxicos,

contra aquellas obtenidas de ratas de forma concomitante con la Q.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Materiales.
La Q utilizada en este trabajo fue obtenida de Sigma-Aldrich # de catalogo Q4951-

100G vy lote # SLBD8415V, la carboximetilcelulosa (CMC) se obtuvo de Quimica
Meyer con # de catalogo 58951000 y lote # 54701-C, el petrolato de High Purity con
# de catdlogo A1015 y lote # 09A007, por su parte, la TAA de Sigma-Aldrich # de
catalogo 17-2502-500G vy lote # MKBG8401V, y por ultimo el CCl, de J.T. Baker #
de catdlogol512 y lote # 40125; el resto de los reactivos utilizados en el proyecto

fueron de la mejor calidad comercial posible.

En todos los experimentos realizados, se utilizaron ratas Wistar macho obtenidas del
UPEAL-Cinvestav manejadas de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-
Z00-1999. Especificaciones técnicas para la produccién cuidado y uso de los

animales de laboratorio.

6.2 Disefio experimental para evaluar la capacidad de la Q para prevenir
la cirrosis experimental inducida con la TAA.
Se ocuparon ratas macho de la cepa Wistar con una n final de 5 y con un peso

aproximado de 100-120 g; la dosis de TAA fue de 200 mg/kg vy se calcul6 de acuerdo
al promedio del peso de las ratas. La administracion de la TAA se realizd durante
ocho semanas y con un intervalo de 3 veces por semana por via intraperitoneal (i.p.).
La TAA se disolvio en agua para su administracion. La dosis de la Q se calculé de la
misma manera que para la TAA, siendo de 50 mg de Q por kilogramo de peso. La
administracion de la Q se realiz6 por un periodo de ocho semanas y de forma diaria
por via oral (p.o.). La Q se disolviéo en CMC al 0.7 % para su administracion. Las

ratas se organizaron en grupos para su evaluacion, quedando de la siguiente forma:

e Grupo 1: Ratas tratadas con agua.
e Grupo 2: Ratas tratadas con TAA.
e Grupo 3: Ratas tratadas de forma simultanea con TAAy Q.

e Grupo 4: Ratas tratadas con Q.
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6.3 Disefio experimental para evaluar la capacidad de la Q para prevenir
la cirrosis experimental inducida con el CCl,.
Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con una n final de 5 y con un peso

aproximado de 100-120 g; la dosis de CCl, se calculd de acuerdo al promedio del
peso de las ratas, siendo de 400 mg de CCl,; por kilogramo de peso. La
administracion del CCl, se realizd durante ocho semanas y con un intervalo de 3
veces por semana por via i.p. ElI CCl, se disolvi6 en petrolato para su administracion.
La dosis de la Q se calcul6 de la misma manera que para el CCly, siendo de 50 mg de
Q por kilogramo de peso. La administracion de la Q se realizo por un periodo de ocho
semanas y de forma diaria por via i.p. La Q se disolvié en CMC al 0.7 % para su
administracion. Las ratas se organizaron en grupos para su evaluacion, quedando de

la siguiente forma:

e Grupo 1: Ratas tratadas con petrolato.
e Grupo 2: Ratas tratadas con CCl,.
e Grupo 3: Ratas tratadas de forma simultanea con CCl, y Q.

e Grupo 4: Ratas tratadas con Q.

Tabla 4. Aleatorizacidn de ratas Wistar macho en ocho grupos experimentales

Grupo Duracion Dosis Via de admon.
Agua 8 semanas ad libitum p.o.
Petrolato 8 semanas  0.25 mL tres veces por semana. i.p.
CMC 8 semanas 1 mL diario. p.o./i.p.
Q 8 semanas 50 mg/kg diario. p.o./i.p.
TAA 8 semanas 200 mg/kg tres veces por semana. i.p.
CCl, 8 semanas 400 mg/kg tres veces por semana. i.p.
TAA+Q 8semanas TAA: 200 mg/kg tres veces por semana. TAA:i.p.
Q: 50 mg/kg diario. Q: p.o.
CCl,+Q 8 semanas CCl,: 400 mg/kg tres veces por semana. CCly: i.p.
Q: 50 mg/kg diario. Q: i.p.

6.4 Determinaciones bioquimicas en plasma e higado
Las ratas fueron sacrificadas por exanguinacion realizando una puncion cardiaca a los

ocho semanas de haber empezado el tratamiento, éstas fueron anestesiadas con un

cocktail de ketamina a una dosis de 100 mg/kg y de xilacina a una dosis de 8 mg/kg
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en una proporcién de 1:3. La sangre obtenida por la puncién, fue centrifugada a 3000
rpm durante 15 minutos para separar el suero de los deméas componentes sanguineos;
del plasma obtenido se determinaron los siguientes parametros: actividad enzimatica
de la FA, y-GTP y ALT. Ademas, se extrajo el higado el cual se utilizé para realizar
otras pruebas tales como: determinacion de la cantidad de proteinas hepaticas, la
peroxidacion lipidica, el glucdgeno, el GSH y la colagena. Por otro lado, se realizaron
cortes del l6bulo mayor del higado, para llevar a cabo el andlisis histoldgico, en
donde se ocuparon para las tinciones tricromica de Masson (TM) y de hematoxilina y

eosina (H&E) para evaluar el grado de fibrosis que se generd durante el dafio

hepatico.

Sangre - Suero

!

Actividad enzimatica

!

FA y-GTP ALT
Histologias Cantidad presente
Tincién T™M Proteinas Peroxidacion Glucdégeno
Lipidica
Tincion de H&E
GSH Colagena

Figura 15. Esquema representativo del protocolo a seguir
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6.5 Técnicas

6.5.1 Determinacion de la actividad de la enzima FA

La FA es una enzima que se encuentra en todos los tejidos corporales. Los tejidos que
contienen una cantidad mas elevada de FA son el higado, las vias biliares y los
huesos.*® Una elevacion en la actividad de la FA indica un alto grado de colestasis.
El fundamento tras esta técnica es que la FA cataliza la hidroélisis del enlace éster
fosforico entre un grupo organico y un grupo fosforilo a pH alcalino, lo que libera
fosfato al medio. La actividad enzimética de la FA se determina mediante un método
colorimétrico desarrollado por Berger y Rudolph en 1956;'%* éste se basa en un
complejo colorido resultado del metabolismo de un éster, el para-nitrofenilfosfato
(Figura 15), dando lugar a la formacion de fosfato y para-nitrofenol, el cual se lee a

una longitud de onda de 410 nm.

I

HO_|P_OH Fosfatasa 0
0 alcalina I o

+ H,0 L—’ @ ¢ HO—P—OH + H'

N Al OIH

; /N\\ - /N\ )

O (0] 0 O

p-nitrofenil-fosfato p-nitrofenol

Figura 16. Formacion del compuesto para-nitrofenol a partir del para-nitrofenilfosfato.

Se describe la técnica a continuacion:

+¢ Se colocaron dos series de ocho tubos de 15X150 mm y en cada tubo se adicionan:
e 250 pL de buffer de glicina 0.1 M-MgCl; 1 mM, pH 10.5
e 250 pL de sustrato para-nitrofenilfosfato

+¢ Previa incubacién por 5 minutos a 37°C, se inicia la reaccion con 50 pL de suero y
se mezcla suavemente.

++ Se incuba por un lapso de 30 minutos, y se detiene la reaccion con 5 mL de NaOH
0.02 N.
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+ Al término de incubacidn, se realiza la lectura a una longitud de onda de 410 nm, y
se cuantifica la para-nitroanilina producida mediante la curva estandar.

+¢+ Se hace un blanco sustituyendo los 50 L de suero por agua.

6.5.2 Determinacion de la actividad de la enzima y-GTP
La y-GTP es una enzima que, al igual que la FA indica colestasis. La funcion de la y-

GTP es transferir grupos y-glutamil entre péptidos. Esta presente en la membrana
celular de muchos tejidos, siendo méas abundante en el higado, las vias biliares y el
pancreas.’® El fundamento que respalda esta prueba es que la y-glutamil-para-
nitroanilida (Figura 16), en un medio alcalino (pH 8.2) y en presencia de iones Mg?®*
transfiere grupos y-1-glutamil a una molécula receptora (glicil-glicina), la reaccion es
catalizada por la enzima y-GTP, produciéndose la para-nitroanilina, metabolito que se
puede cuantificar mediante una técnica colorimétrica y el uso de wun

espectrofotémetro a una longitud de onda de 410 nm.*3

o OH
% -
HN 7-GTP
NH + 7 -1-glutamilglicil-glicina
0 \©\ 20 et N
T 07 o
)
Sustrato Cromoforo
(7 - glutamil-p-nitroanilida) (p-nitroanilina)

Figura 17. Formacion de la para-nitroanilina. Reaccion catalizada por la y-GTP.

Se describe la técnica a continuacion:

+¢ Se colocan dos series de nueve tubos de 15X150 mm y en cada tubo se adicionan:
e 400 pL de Tris-HCI 200 mM a pH 8.2
e 100 pL de MgCl, 200 mM
e 100 pL de glicil-glicina 40 mM, pH de 8.2
e 200 pL de y-glutamil-para-nitroanilida
+ Previa incubacion por 10 minutos a 37°C, se inicia la reaccion con 200 puL de

suero.
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+ Se incuba por un lapso de 30 minutos, y se detiene la reaccion con 2 mL de &cido
acético 1.5 M.

+«+ Al término de la incubacion, se realiza la lectura a una longitud de onda de 410
nm, y se cuantifica la para-nitroanilina producida mediante la curva estandar.

+¢+ Se hace un blanco sustituyendo los 200 pL de suero por agua.

La reaccion es lineal en el tiempo hasta la utilizacion de aproximadamente el 10% del
sustrato (produccion de aproximadamente 200 nmoles de para-nitroanilina en la

mezcla de la reaccion).

6.5.3 Determinacion de la actividad de la enzima ALT
La ALT es una transaminasa ampliamente distribuida en el organismo,

especialmente en el higado, el corazén, el rifion, etc., en su parte citoplasmatica, la
actividad sérica de esta enzima en condiciones normales es muy baja, asi, un dafio en
alguno de estos 6rganos conlleva a un aumento en la actividad sérica de la ALT, lo
que indica un alto grado de necrosis. Para determinar la actividad enzimatica en suero
de la ALT se utiliza el método colorimétrico desarrollado por Reitman y Frankel en
1957; éste se basa en un complejo colorido resultado de la transferencia del grupo
amino de la alanina al aceptor 2-oxoglutarato o a-cetoglutarato, resultando en la
formacion de piruvato que reacciona con la 2,4-dinitrofenilhidracina (2,4-DNPH)
formando el derivado colorido 2,4-dinitrofenilhidrazona, el cual se lee a una longitud
de onda de 515 nm (Figura 17).*’

N02 2,4 DNHP
Piruvato N02 NH _NH2 N02
R 1
)=O > )=N—HN NH=NH>»
R2 R2
2,4 dinitrofenilhidrazona
R 1 = COOH (derivado de 2,4 DNHP y Piruvato)

R; = CHj
Figura 18. Reaccion de la formacion de la 2,4-dinitrofenilhidrazona a partir del piruvato y la 2,4-
DNHP.
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Se describe a continuacion la técnica:

6.5.4

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

adicionan:

Blanco (mL) Problema(mL)
Solucidn de sustrato 0.25 0.25
Suero problema - 0.25

Se mezcla y se agita suavemente, se incuba a 37°C durante 60 min
Reactivo cromogeno 0.25 0.25
Suero problema 0.050 -
Se incuba a 37°C durante 15 min.

Se para la reaccion con NaOH 0.4 N 2.5 2.5

Se lee a 515 nm

Determinacioén de la cantidad de proteinas hepaticas por el método de
Bradford

Esta determinacion consiste en la formacion de un complejo colorido azul entre los

residuos de aminoacidos basicos de proteinas y el colorante azul brillante de

Coomasie. Este ultimo presenta dos coloraciones, una roja y otra azul. La forma de

color rojo se convierte en azul cuando se une a las proteinas. La absorbancia se lee a

595 nm, la intensidad de la absorbancia es proporcional al contenido de aminoacidos

basicos y arométicos.'*®

Se describe la técnica a continuacion:

++ Reactivo de Bradford:

>
>
>
>

Acido fosforico al 85 % 100 mL
Alcohol etilico 50 mL
Azul brillante de Coomassie G-250 100 mg
Se Afora a un litro con agua tridestilada
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%+ Se colocan tres series de ocho tubos de 13X100 mm.

¢+ En una serie de ocho tubos, se toman 100 puL de homogeneizado de higado y se
lleva a 1,000 mL con agua tridestilada.

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

¢+ Se afladen 2,400 pL del reactivo de Bradford.

+«+ Terminado el proceso anterior, se lee la absorbancia del complejo colorimétrico a
595 nm.

%+ Se prepara un blanco sustituyendo el homogeizado de higado por 100 pL de agua.

6.5.5 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 tiobarbiturico (TBA)
reacciona con el MDA, este Gltimo es un dialdehido de tres carbonos altamente
reactivo generado como uno de los principales bioproductos de la peroxidacion de
acidos grasos polinsaturados, 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 &cido y a alta temperatura, por lo tanto, la velocidad

de la reaccion depende de la concentracion de TBA, el pH y la temperatura.®

\( \/ SYN\\ _OH HO //N\(
__CH CH i

2 N~ t+ 07 o N T Nk \\\CH/CH\‘-CH/ YN + 2 H0

T OH OH

OH
Acido tiobarbittrico Malondialdehido MDA-TBA
(TBA) (MDA)

Figura 19. Esquema de la reaccion entre malondialdehido y acido tiobarbitdrico.

Se describe la técnica a continuacion:
++ Reactivos:

» Tris-HCI 150 mM apH 7.4

> Acido tricloroacético (TCA)

> Acido tiobarbiturico (TBA) 0.375% p/v en TCA al 15 % (se prepara en el
momento la cantidad necesario
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¢+ Se usan dos series de 8 tubos de 13X100 mm y una serie de 8 tubos de 22X175
mm.

X/

¢+ Se pesan 0.5 g de higado y se homogeneiza en 5 mL de agua.

% Se toman 300 pL del homogeneizado al 10 % y se agregan 700 pL de Tris-HCI
150 mM, pH 7.4 para completar a 1 mL.

% Seagregan 2 mL de TBA al 0.375 % disuelto en TCA al 15 %.

X/

¢+ Se ponen a ebullicion por 45 minutos.
J

¢+ Se centrifugan a 3000 rpm por 10 minutos y se lee el sobrenadante a 532 nm.
¢+ Se realiza un blanco con 1 mL de Tris-HCI 150 mM, pH 7.4

6.5.6 Determinacion de los niveles de GSH
Este parametro fue evaluado como indicador de estrés oxidativo a nivel

citoplasmatico. El fundamento de esta técnica se basa en la medicion de grupos
sulfidrilo. En 1959, Ellman® introduce el uso del 5,5°-Ditio-bis-(2-Acido
nitrobenzoico) también conocido como DTNB, un compuesto versatil soluble en agua
para la cuantificacion de grupos sulfidrilos. EI DTNB reacciona con grupos
sulfidrilos libres para producir una mezcla de disulfuro y &cido 2-nitro-tiobenzoico
(TNB). El sitio diana del DTNB es la base conjugada (R-S*) de un grupo sulfidrilo
libre. Por lo tanto, la velocidad de esta reaccién es dependiente de varios factores: 1)
el pH de la reaccién, 2) el pKa de los grupos sulfidrilo y 3) los efectos estéricos y
electrostaticos. EI TNB es la especie colorida (amarillo) es ésta reaccion; el

coeficiente de extincién del TNB se observa a 412 nm a pH de 8.240- 14

OH
0] @] ¥
0, OH (o] 0
+ 0 S N, -
OBI S\s " </O rQ* g \O_ + R—§ —
o- 0
0
0 o
Ellman's Reagent; D o
5,5"-Dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid) - 5 st N\o_ S N+\o'

C,4HgN,0,S2
Mol. Wt.: 396.35 mixed disulfide TNB

Structure of Eliman’s Reagent Reduction of Ellman’s Reagent

Figura 20. Reaccion de formacion del compuesto colorido TNB.
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Se describe la técnica a continuacion:

+ Reactivo de Ellman:
e A)40mgde DTNB.
e B) 100 mL de citrato de sodio al 1 %.
e Disolver A en B.
++ Solucion de fosfatos Na,HPO,4 0.3 M (disuelto en agua; se agita antes de usar).
+ Solucién precipitante: EDTA 5 mM en TCA 5 %. Se disulve el EDTA en el TCA.
+ Se homogeneizan 0.3 g de higado en 1.2 mL de solucién precipitante.
+¢+ Se centrifugan por 20 minutos a 12,000 rpm.
++ Se toman 0.1 mL de sobrenadante (por duplicado) mas 1.2 mL de solucion de
fosfatos més 0.25 mL de reactivo de Ellman.
++ El blanco se realiza sustituyendo el sobrenadante del homogeneizado por agua.

++ Se agitan y se lee a una longitud de onda de 412 nm.

6.5.7 Determinacion del glucdgeno hepético
La reaccion de color para medir la concentracién de carbohidratos presentes en el

higado por espectrofotometria se basa en el uso de la antrona, un compuesto que se
disuelve en &cido sulfurico (H,SO,). El medio &cido 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 glucégeno hepatico se realiza mediante la técnica de la

antrona de Seifter et al. 1950.14

- -
" " T L_>=O — IK ” <—\=o
o/\CHO R o Naus Sl
furfural \—/ =
anthrone

10-furfurylideneanthrone

Figura 21. Reaccion de condensacion entre el furfural y la antrona
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Se describe la técnica a continuacion:

+ Se pesan 0.5 g. de higado en ocho tubos 15X150 mm con tapon esmerilado, se les
adicionan 1.5 mL de KOH al 30 %, se tapan y se hierve en bafio de agua durante
30 minutos.

¢+ Después de enfriar, se pasan cuantitativamente a un matraz volumétrico de 25 mL
y se afora con agua agitando muy bien.

+¢+ Del matraz anterior, se toman de 40 a 160 uL con una pipeta volumétrica, se lleva
a 1 mL en tubos de 13X100 esmerilados por duplicado, se prepara ademas, un tubo
blanco con 1 mL de agua y se los estandares (2) con 20 puL de una solucion de
glucosa estandar (1 mg/mL) y llevan a 1 mL con agua.

++ Se prepara una solucién de antrona 0.2 % en H,SO,4 concentrado. Se afiaden 2 mL
a cada tubo agitando suavemente (con ayuda de una bureta) y enfriando sobre
hielo.

+¢+ Se tapan los tubos frios y se ponen en un bafio de agua hirviendo por 15 minutos.

+ Se enfrian de inmediato con hielo y se leen a una longitud de onda de 620 nm.

6.5.8 Determinacion del contenido de colagena (HP)
Este método se basa en la determinacion de la HP, este iminoacido no esencial es

producto de la hidroxilacién de la prolina y esté presente en la colagena.*** La HP es
sometida a un proceso de oxidacién dando como resultado la formacion del &cido
pirrol-2-carboxilico o pirrol; de esta forma, el reactivo de Ehrlich (para-
dimetilaminobenzozaldehido) al reaccionar con el pirrol forma un complejo color

rojo que se lee a 560 nm.**°

HO HO
l | {0} I I H ‘| A |[ ||
—_—
o
N COOH N COOH N COOH N
—
HYDROXYPROLINE ﬁiPYRROLINE PYRROLE-2- PYRROLE

-4-HYDROXY- CARBOXYLIC
2-CARBOXYLIC ACID

ACID
Figura 22. Oxidacion y descarboxilacién de HP a pirrol
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A continuacion se describe la técnica:

+ Se pesan 0.1 g. de higado previamente secado con papel filtro y se coloca en una
ampolleta.

+ Se agregan 2 mL de HCI 6 N y se sellan las ampolletas con un mechero,
posteriormente, se colocan a 100° C en el horno durante 24 h.

¢ Una vez hidrolizada la muestra, se destapan las ampolletas y se colocan
nuevamente en el horno a temperatura de 60° C, aproximadamente 24 h o hasta
que se sequen.

¢+ Las muestras ya secas se resuspenden con 2 mL de solucién amortiguadora (sol.
1); se agitan vigorosamente en el vortex y se vacian en tubos de ensaye, las
ampolletas se lavan con la adicion de 1 mL de la misma solucion. Se centrifugan a
3000 rpm por 15 minutos.

¢+ En un tubo conteniendo una pequefia porcion de carbdn activado se deposita el
sobrenadante, se agita durante un minuto, se centrifuga a 3000 rpm por 15
minutos, si el sobrenadante no queda claro se repite este paso.

+ Se toma 1 mL del sobrenadante méas 1 mL de agua 'y 1 mL de cloramina T (sol. 2).
Se deja reposar exactamente por 20 minutos a temperatura ambiente. Se hace un
blanco utilizando 1 mL de agua en lugar del sobrenadante.

+ Transcurridos los 20 minutos, se adicionan 0.5 mL de tiosulfato de sodio
(NazS;03) 2 M, 1 mL de NaOH 1 N y aproximadamente 2 g de NaCl. Se agitan
inmediatamente para detener la reaccion.

+¢+ A cada tubo se le agregan 6 mL de tolueno y se agitan durante 1 minuto. La fase
de tolueno no se utiliza para la determinacién de prolina, pero la fase acuosa se
utiliza para la identificacion de HP.

+¢+ Se extrae la capa de tolueno y se desecha. La porcion acuosa se tapa y se coloca en
un bafo de agua hirviendo durante 20 minutos.

+¢+ Los tubos se enfrian 15 minutos, preferentemente en un refrigerador. Ya frios se
les adiciona 6 mL de tolueno y se agitan durante 1 minuto.

+¢+ Se preparan 18 tubos de 15X150 mm vy, de la fase de tolueno se toman alicuotas
por duplicado de 1 mL y se les agrega 4 mL del reactivo de Ehrlich y se agitan

fuertemente.
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+ Se dejan reposar durante 30 minutos para que se lleve a cabo la reaccion colorida.
Se lee a una longitud de onda de 560 nm.

6.5.9 Histologia
Se Ilama técnica histoldgica al conjunto de procedimientos aplicados a un material

bioldgico ya sea de origen animal o vegetal, con la finalidad de prepararlo y
conferirle las condiciones dptimas para poder observar, examinar, y analizar sus
componentes morfoldgicos a través de un instrumento de aumento de imagen. En
ciertos casos cuando se necesita resaltar alguna estructura tisular o celular, se pueden
utilizar colorantes que no sean citotdxicos o que no interfieran en su estructura, a este

procedimiento se le conoce como coloracion vital.

Se utilizaron dos técnicas de tincion para tefiir cortes de higado, la primera fue la de
H&E; la hematoxilina tifie de color azul-parpura componentes acidos de la célula tal
como el nucleo, mientras que la eosina tifie de color rosa componentes de la célula

como el citoplasma y material extracelular.**°

La segunda fue la tincion 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 acidofilos de un tejido, como el citoplasma y la colagena
se uniran al colorante. Después de lo anterior, se utiliza el acido fosfomolibdico/acido
fosfotungstinico, que permite que la escarlata de Briebrich difunda de la colagena
pero no del citoplasma, lo Gltimo se debe a la menor permeabilidad por parte de la
escarlata de Biebrich. Los &cidos mencionados anteriormente, tienen numerosos
grupos que probablemente actien como medio de union entre el colageno y el azul de
anilina, colorante que tifie a la coladgena. Probablemente, el pH de los &cidos
fosfomolibdico/fosfotungstinico también aumente la coloracion y ayude a la colagena

en la difusion o retiro de las demas tinciones. 48
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Se describe la técnica a continuacion:

+¢+ Los cortes de higado se depositan en viales que contienen una solucion fijadora de
formaldehido (formol) al 10 % en agua, el tiempo minimo de fijacion es de 24
horas.

+¢+ Los cortes se lavan con agua corriente, se deshidratan en alcoholes y se incluyen
en parafina.

++ Se hacen cortes de 6-7 um de grosor y se colocan en portaobjetos cubiertos con
silano.

+¢+ Las cortes se desparafinan y rehidratan en xileno, alcohol absoluto y alcohol al 95
%.

++ Se enjuagan con agua destilada.
A) Tincion de hematoxilina y eosina (H&E).

+« Se aplica la hematoxilina de Harris durante 15 minutos y se enjuga en agua
corriente por 2 minutos.

+¢+ Se diferencia en alcohol &cido con 3-10 inmersiones y se verifica la diferenciacion
en el microscopio. Los nucleos deben de distinguirse y el fondo debe ser de color
muy tenue o incoloro.

++ Se lavan en agua corriente.

¢+ Se sumergen en agua amoniacal o saturada de carbonato de litio hasta que las
secciones sean de color azul brillante.

++ Se lavan en agua corriente por 10-20 minutos.

++ Se tifie con eosina de 15 segundos a 20 minutos dependiendo de la caducidad de la
eosina y del grado de contraste deseado (contratefiido).

+¢+ Se lavan en alcohol al 95 % y después con alcohol absoluto y xileno.

+¢+ Montar con el polimero Permount o balsamo.
B) Tincion tricrémica de Masson (TM).

+«»+ Se sumergen en el fijador de Bouin 1 hora a 56° C, o toda la noche a temperatura
ambiente.

++ Se enfrian y se lavan con agua corriente hasta que el color amarillo desaparezca.
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+ Se enjuagan con agua destilada.

% Se sumergen en la solucion de hematoxilina de Weigert por 10 minutos. Se
enjuagan con agua corriente al mismo tiempo.

++ Se enjuagan con agua destilada.

+ Se sumergen en la solucion de fucsina acido-escarlata de Biebrich por 15 minutos.
Se recupera la solucion.

++ Se enjuaga con agua destilada.

++ Se sumergen en la solucién de acido fosfomolibdico/acido fosfotungstinico por 10-
15 minutos. Se desecha la solucion.

¢ Se sumergen en la solucién de azul de anilina por 5-10 minutos o con la solucién
verde claro por 1 minuto. Se recupera la solucion.

+¢+ Se enjugan con agua destilada.

+ Se lavan con agua acética al 1 % por 3-5 minutos. Se desecha la solucion.

+ Se lavan con alcohol al 95 %.

++ Se lavan con alcohol absoluto (dos cambios de alcohol).

++ Se lavan con xileno (dos cambios de alcohol).

+ Se montan en el polimero Permount o bélsamo.

6.5.10 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 aplic6 un analisis 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. Se consider6 que se presentaba una diferencia

significativa cuando p<0.05.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Modelos de lesidén hepatica crénica inducida mediante el uso de la

TAAYyel CCl,
El dafio crdnico inducido en el higado se realizé mediante la administracion de TAA

a la dosis de 200 mg por kilogramo de peso de la rata tres veces por semana por via
I.p., el mismo esquema de tratamiento se realizé para el modelo de CCly, utilizando la
dosis de 400 mg por kilogramo de peso; de manera concomitante, la Q se administrd
a la dosis de 50 mg de peso de la rata de forma diaria por via i.p. para prevenir las
lesiones provocadas por el uso de la TAA; mientras que la via de administracion

cambid a p.o. para el caso del modelo de CCl,.
7.1.1 Determinacion de la actividad de las enzimas indicadoras de colestasis

7.1.1.1 Actividad enzimética de la fosfatasa alcalina
Nombre que reciben una enzima que se encarga de la catalisis hidrolitica de un gran
namero de ésteres fosfatos a pH alcalino, en el higado se encuentra en la membrana

canalicular del hepatocito.
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Grafica 1. Determinacion de la actividad enzimética de la fosfatasa alcalina en el higado de las ratas
sanas (control), tratadas con tioacetamida (TAA), TAA y quercetina (Q) y tratadas con Q sola. Cada
barra representa el promedio de cada grupo =+ el error estandar. “a” indica p<0.05 con respecto al
control; “b” indica p<0.05 con respecto a la TAA.
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Gréfica 2. Determinacion de la actividad enzimatica de la fosfatasa alcalina en el higado de las ratas
sanas (control), tratadas con tetracloruro de carbono (CCl,), CCl, y quercetina (Q) y tratadas con Q
sola. Cada barra representa el promedio de cada grupo + el error estandar. “a” indica p<0.05 con
respecto al control; “b” indica p<0.05 con respecto al CCl,.

Las gréficas 1 y 2 muestran la actividad plasmatica de la enzima FA después de ocho
semanas de tratamiento con la TAA y el CCl, respectivamente, se observa un
incremento de aproximadamente cinco y tres veces, respectivamente (p<0.05) en
comparacion al grupo sano. Sin embargo, con el uso concomitante de la Q, el
incremento en la activad de esta enzima se previno de forma parcial pero significativa
(p<0.05) para ambos casos, ademas, la Q por si sola disminuyd los niveles
plasmaticos de la FA en comparacién con el grupo control, sin embargo, no se

encontro diferencia significativa entre ellos.
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7.1.1.2 Actividad enzimdtica de la y-glutamil transpeptidasa
La y-GTP al igual que la FA, se encuentra en la membrana canalicular de los

hepatocitos, es una enzima con alta sensibilidad para indicar colestasis.

15+

Q

Gréfica 3. Determinacion de la actividad enzimatica de la y-glutamil transpeptidasa en el higado de las
ratas sanas (control), tratadas con tioacetamida (TAA), TAA y quercetina (Q) y tratadas con Q sola.
Cada barra representa el promedio de cada grupo = el error estandar. “a” indica p<0.05 con respecto al
control; “b” indica p<0.05 con respecto a la TAA.

15+

Gréfica 4. Determinacion de la actividad enzimatica de la y-glutamil transpeptidasa en el higado de las
ratas sanas (control), tratadas con tetracloruro de carbono (CCl,), CCl, y quercetina (Q) y tratadas con
Q sola. Cada barra representa el promedio de cada grupo + el error estandar. “a” indica p<0.05 con
respecto al control; “b” indica p<0.05 con respecto a la CCl,.
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La actividad de esta enzima se incrementd cerca de dos veces respecto al grupo
control (p<0.05) para ambos hepatotoxicos (Gréficas 3 y 4), no obstante, el uso
concomitante del flavonoide previno de forma total la elevacion de la activad
plasmatica de esta enzima (p<0.05), para este caso, la Q por si sola no produjo ningun

efecto en la actividad de la y-GTP.

El uso de los compuestos TAA y CCl, emulé un estado de colestasis en el higado,***

>4 comprobandose por el incremento en la actividad de dos enzimas indicadoras de
esta patologia, ademas, el uso de ambas enzimas descarta hasta cierto punto que el
incremento de cualquiera de ellas sea debido a otros factores tales como la edad y
posibles lugares de procedencia de estas enzimas. Lo anterior, es concordante con lo
reportado por Hamed y colaboradores en el 2011**°, en donde la TAA aument6 la
actividad de la FA dos veces aproximadamente respecto a la del grupo control, de

igual forma, Achliya y colaboradores en el 2004

mostraron que el uso del CCly
elevo aproximadamente tres veces la actividad enzimatica de la FA. Ademas
Hernandez-Ortega y colaboradores en el 2012"' al administrar CCl,; se
incrementaron los niveles de y-GTP, asi mismo, Arauz y colaboradores en el 2013%

mostraron que la TAA producia el mismo efecto.

Los hepatotdxicos producen FR al ser metabolizados, promoviendo un dafio a la
membrana canalicular del hepatocito, con esto, se induce la liberacion de las enzimas
al torrente sanguineo. La Q por su parte, al ser una molécula con propiedad
antioxidante, fue capaz de prevenir las lesiones ocasionadas a las membranas de los
hepatocitos en los espacios canaliculares por la TASO y TASO,, asi como del CCl3’,
metabolitos de la TAA y el CCl, respectivamente. Hamed y colaboradores™*®
mostraron el efecto hepatoprotector de la Q frente a un dafio hepatico inducido con
TAA, donde la administracion de este flavonol previno el incremento de la FA, sin
embargo, el dafio inducido por ellos fue agudo, mientras que en nuestro trabajo el
dafio se produjo de manera crénica. Por otro lado, Chen X en el 2010** mostr6 que la
Q previno el aumento en la actividad de la y-GTP en un modelo de dafio agudo

inducido por alcohol.

60



7.1.2 Determinacion de los indicadores de necrosis

7.1.2.1 Actividad enzimadtica de la alanina aminotransferasa
Esta enzima se localiza en el citoplasma del hepatocito y se considera la enzima de

mayor fidelidad como indicadora de necrosis.
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Gréfica 5. Determinacién de la actividad enzimatica de la alanina aminotransferasa en el higado de las
ratas sanas (control), tratadas con tioacetamida (TAA), TAA y quercetina (Q) y tratadas con Q sola.
Cada barra representa el promedio de cada grupo + el error estdndar. “a” indica p<0.05 con respecto al
control; “b” indica p<0.05 con respecto a la TAA.
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Grafica 6. Determinacion de la actividad enzimética de la alanina aminotransferasa en el higado de las
ratas sanas (control), tratadas con tetracloruro de carbono (CCl,), CCl, y quercetina (Q) y tratadas con
Q sola. Cada barra representa el promedio de cada grupo + el error estandar. “a” indica p<0.05 con
respecto al control; “b” indica p<0.05 con respecto a la CCl,.
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7.1.2.2 Tincion de H&E

W } 2 AN ki SRS R e a7 SO, PRl 1 A T O

Figura 23. Histologia de higados de ratas después de los diferentes tratamientos (tincién de H&E). A.
Control sano; B. Quercetina; C. TAA; D. TAA+Q; E. CCly; F. CCI,+Q. H= Hepatocito; PS= Espacio
portal; FT= Tejido fibrético; IR= Reaccidn inflamatoria; SIR= Escasa reaccion inflamatoria; NH=
Hepatocitos de neoformacion.
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Las graficas 5 y 6 muestran un aumento de la enzima en plasma respecto al grupo
control, se observa que ambos hepatotdxicos incrementaron tres veces su actividad
(p<0.05), aproximadamente. Por otra parte, el uso simultdneo de la Q previno de
forma parcial pero significativa el incremento en la actividad enzimatica de la ALT
en el caso del modelo de TAA (p<0.05), sin embargo, esto no se observa para el caso
del CCly4, aunque se muestra una tendencia a la baja respecto al grupo tratado con el
hepatotdxico unicamente. También se observa que la Q, por si misma, no fue capaz

de inducir un aumento en los niveles plasmaticos de esta enzima.

La Figura 23 muestra las histologias correspondientes a cada grupo bajo la tincién de
H & E, en el panel A, se muestra la arquitectura de un higado sano, se observa la
morfologia caracteristica de los hepatocitos, mientras que en los paneles C y E, se
observa que el uso de los hepatotoxicos produjo una alteracion del higado,
observandose areas necréticas, hepatocitos de neoformacién asi como la reaccion
inflamatoria y la presencia de fibras de colagena. Sin embargo, en los panelesD y F,
se observa que la Q previno de forma significativa los cambios en la arquitectura
dados por la TAA y el CCl, sin embargo, y aunque también se observan los
hepatocitos de neoformacion y la reaccion inflamatoria, éstas se encuentran en menor
medida que en los paneles C y E. Por otra parte, la Q presentada en el panel B, no

indujo cambios en el parénquima hepatico.

El uso de la TAA y del CCl,4 por ocho semanas produjo necrosis de los hepatocitos,

esto es concordante a lo reportado por nuestro grupo de trabajo® ®

en proyectos
anteriores, por lo que nos indica que los modelos utilizados emularon de forma

adecuada un dafio cronico hepatico.

Por otra parte, la Q a una dosis de 50 mg/Kg de peso y administrada de forma diaria
tanto por via i.p. asi como por via p.o., no indujo cambios en el higado, ni en ninguna
de las actividades enzimaticas antes presentadas. Esto es semejante a lo reportado por

Gupta y colaboradores en el 2010,’

en donde se probaron tres dosis de Q (10, 30 y
100 mg/Kg) y ninguna de ellas causé efectos indeseables. Cabe destacar que la ALT,
da un indicativo muy certero del dafio que pudiese producir este flavonoide a nivel

del parénquima hepatico, esto fue corroborado con los cortes histoldgicos donde se
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muestra que la dosis utilizada no fue capaz de producir efectos deletéreos. De la
misma forma que para las enzimas indicadoras de colestasis, la ALT, es liberada al
torrente sanguineo a partir de la ruptura de la membrana del hepatocito por el efecto

de la interaccion de los metabolitos producto de los hepatotdxicos.*>> *°

Por otra parte, y de forma similar a lo ocurrido con la FA y y-GTP, la Q ayudé a que
este proceso no se llevara a cabo de forma tan marcada, esto correlaciona con lo
reportado por Gupta y colaboradores,™’ en donde la Q previno la necrosis en un
modelo de dafio agudo inducido con dietilnitrosamina al disminuir los niveles de la
actividad enzimatica de la ALT; no obstante en el modelo de CCl, este fendmeno no
fue significativo, una posible explicacion a este comportamiento es que la ALT no

158 el

solo se encuentra en el higado, sino también en otros 6rganos como el corazon,
rifion y el pancreas, asi como en el masculo.* Por otro lado, los FR producto del
metabolismo del CCl, tampoco son selectivos de un solo érgano, sino que atacan
principalmente a los lipidos de las membranas celulares de los 6rganos que tengan las

isoformas del Citocromo P450 encargadas de su metabolismo.*%%1¢?
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7.1.3 Determinacion de los indicadores de estrés oxidativo celular

7.1.3.1 Medicion del grado de peroxidacion lipidica
La cuantificacion de las especies reactivas al &cido tiobarbitdrico es utilizado como

un parametro del grado de peroxidacion lipidica en los hepatocitos.
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Gréfica 7. Determinacion del grado de peroxidacion lipidica en el higado de las ratas sanas (control),
tratadas con tioacetamida (TAA), TAA y quercetina (Q) y tratadas con Q sola. Cada barra representa el
promedio de cada grupo =+ el error estandar. “a” indica p<0.05 con respecto al control; “b” indica
p<0.05 con respecto a la TAA.
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Gréfica 8. Determinacion del grado de peroxidacion lipidica en el higado de las ratas sanas (control),
tratadas con tetracloruro de carbono (CCly), CCl, y quercetina (Q) y tratadas con Q sola. Cada barra
representa el promedio de cada grupo + el error estandar. “a” indica p<0.05 con respecto al control;

“b” indica p<0.05 con respecto a la CCl,.
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El grado de peroxidacion lipidica representada como MDA (uno de los productos
finales de la misma), en el grupo tratado con la TAA (Gréfica 7) fue superior al
presentado en el grupo control, siendo dos veces mayor, mientras que en el tratado
con CCl, (Grafica 8) se observa un incremento de hasta cuatro veces, ambas
significativas (p<0.05). Por otro lado, la Q previno de forma total la peroxidacion
lipidica para ambos modelos de dafio (p<0.05). Cabe destacar que la Q, por si sola no

indujo cambios en los niveles de peroxidacion.
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7.1.3.2 Cuantificacion del contenido de glutation reducido
Esta medicion permite determinar el impacto del estrés oxidativo citosolico producto

del desbalance inducido por los FR.
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Grafica 9. Determinacion del contenido de glutation reducido en el higado de las ratas sanas (control),
tratadas con tioacetamida (TAA), TAA 'y quercetina (Q) y tratadas con Q sola. Cada barra representa el
promedio de cada grupo =+ el error estandar. “a” indica p<0.05 con respecto al control; “b” indica

p<0.05 con respecto a la TAA.
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Grafica 10. Determinacion del contenido de glutation reducido en el higado de las ratas sanas
(control), tratadas con tetracloruro de carbono (CCly), CCl, y quercetina (Q) y tratadas con Q sola.
Cada barra representa el promedio de cada grupo + el error estandar. “a” indica p<0.05 con respecto al

control; “b” indica p<0.05 con respecto a la CCl,.
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Se observa que tanto la TAA como el CCl, administrados de forma cronica
disminuyeron notablemente la cantidad de GSH presente en el higado (p<0.05) al
compararlo con el grupo control. Por otro lado, en los grupos tratados de forma
concomitante con la Q, el agotamiento de los niveles de GSH fue prevenido de forma
total en el caso del modelo de TAA (p<0.05) y parcialmente para el modelo de CCl,
(p<0.05). Ademaés de lo anterior, la Q por si misma no increment6 los niveles de GSH

durante su periodo de administracion.

En afios recientes se ha sugerido que la peroxidacion lipidica es crucial en el
desarrollo de varias enfermedades, este proceso se lleva a cabo en las células de
forma natural en pequefias cantidades, principalmente por FR libres como las ROS,'®
en este caso y como ya se mencionoé antes, los dos hepatotdxicos utilizados, al ser
metabolizados producen FR, estos metabolitos son capaces de atacar a los acidos
grasos poliinsaturados y colesterol presentes en las membranas de los hepatocitos,*®*
lo que conlleva a que algunos efectos indeseables, tales como la degeneracion
estructural de la membrana y de alteracién en su fluidez, el incremento en la
permeabilidad de los constituyentes citoplasmaticos, la liberacion de enzimas
lisosomales asi como la inactivacion de los transportadores presentes en la
membrana.’®® La Q, en su estructura muestra que posee las caracteristicas para actuar
como antioxidante, al estar en su forma de aglicona, y no unida a otras moléculas,'®®
es por ello que fue capaz de prevenir el incremento en los niveles de la peroxidacion
lipidica al donar los electrones necesarios para la estabilizacion de los metabolitos de
la TAA y el CCly, y que éstos no los extrajeran de los lipidos presentes en las
membranas. Estos resultados son parecidos a lo reportado por Maiti y colaboradores
en el 2005, en donde la Q a diversas dosis produjo la prevencion en los niveles de
MDA en un dafio agudo inducido por CClg; sin embargo, en nuestro trabajo la Q
mostrd poseer la capacidad para mantener los niveles de MDA bajo el ataque de dos

hepatotoxicos incluso en un curso temporal mayor.

El GSH es un antioxidante enddgeno no enzimatico, ademas de ser una de las
principales defensas antioxidantes dentro del hepatocito. Es por ello que se encarga

de donar electrones para estabilizar a los FR que circulan por el microambiente
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celular, nuestros resultados concuerdan con muchos estudios en donde los niveles de
GSH son mermados después de la induccidn de estrés oxidativo en el microambiente
celulartt & © 157 188 gin empargo, dado que la Q también actia como un
antioxidante, ésta pudo haber suplido la accién del GSH, por lo que este no
disminuyd su concentraciéon en los grupos tratados de forma concomitante con los

hepatotéxicos y el flavonoide;'®

este efecto fue total para el modelo de TAA,
mientras que para el caso del CCl, esto no fue tan evidente, posiblemente debido a
que como se mencion0 anteriormente, el CCl, al ser metabolizado por mas de una
isoforma del Citocromo P450, podria generar mas FR, por lo que ademas de la Q, el
GSH también interaccionaria con ellos y por lo tanto, sus niveles hepéticos

disminuirian.

69



7.1.4 Valoracion del indicador de funcionalidad del higado

7.1.4.1 Determinacion de la cantidad del contenido de glucogeno

El glucdgeno al ser biosintetizado principalmente en el higado, es un buen indicativo
del posible dafio a este 6rgano y sirve de referente para medir la pérdida de la
funcionalidad del mismo.
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Gréfica 11. Determinacion del contenido de glucogeno en el higado de ratas sanas (control), tratadas
con tioacetamida (TAA), TAA y quercetina (Q) y tratadas con Q sola. Cada barra representa el
promedio de cada grupo =+ el error estandar. “a” indica p<0.05 con respecto al control; “b” indica

p<0.05 con respecto a la TAA.
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Gréfica 12. Determinacion del contenido de glucogeno en el higado de ratas sanas (control), tratadas
con tetracloruro de carbono (CCl,), CCl, y quercetina (Q) y tratadas con Q sola. Cada barra representa
el promedio de cada grupo + el error estdndar. “a” indica p<0.05 con respecto al control; “b” indica

p<0.05 con respecto a la CCl,.
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Como se observa en las gréficas 11 y 12, el dafio crénico inducido con los
hepatotoxicos produjo una disminucion muy marcada en el contenido de glucégeno
(p<0.05), para ambos casos. Sin embargo, al administrarse la Q de forma
concomitante, esta reduccion se previno de forma parcial pero significativa (p<0.05)
tanto en el grupo tratado con la TAA asi como en el de CCl,. Por otra parte, la Q no
produjo cambios significativos en los niveles de glucdgeno hepatico.

Los resultados anteriores concuerdan con lo reportado por Candelario-Jalil y

colaboradores,'’

en donde el CCl,; produjo una disminucion significativa del
glucoégeno hepatico. Ademas, nuestro grupo de trabajo también ha reportado que la
TAA induce una disminucién en los niveles del glucégeno en el higado.®* Por lo
anterior, nuestros resultados demuestran que el uso cronico de los hepatotdxicos
emula de forma eficaz la pérdida de la funcion hepéatica para almacenar esta
biomolécula. Esto posiblemente se deba a que al haber una ruptura de la membrana
celular, los SERGE que son los sitios de la sintesis de glucogeno dentro del

hepatocito,'"

podrian quedar libres y no ejercer su funcion, ademéas de no haber
almacenamiento del glucégeno por parte del hepatocito. La Q, como se menciond
anteriormente, tuvo un efecto preventivo en la induccion de la necrosis por parte de
los hepatotoxicos, es por ello, que al prevenir la muerte de los hepatocitos, éstos
fueron capaces de sintetizar y almacenar el glucdgeno, sin embargo, dado que la
prevencion no fue total, no se logré que la cantidad del glucégeno fuera comparable a

la del control sano.
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7.1.5 Determinacion de los indicadores del grado de fibrosis

7.1.5.1 Cuantificacion del contenido de colagena (hidroxiprolina)

La fibrosis es un estadio resultado del dafio cronico inducido por algun agente nocivo
para el higado.
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Gréfica 13. Determinacion del contenido de colagena en el higado de ratas sanas (control), tratadas
con tioacetamida (TAA), TAA y quercetina (Q) y tratadas con Q sola. Cada barra representa el
promedio de cada grupo =+ el error estandar. “a” indica p<0.05 con respecto al control; “b” indica
p<0.05 con respecto a la TAA.
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Grafica 14. Determinacién del contenido de colagena en el higado de ratas sanas (control), tratadas
con tetracloruro de carbono (CCly), CCl, y quercetina (Q) y tratadas con Q sola. Cada barra representa
el promedio de cada grupo =+ el error estandar. “a” indica p<0.05 con respecto al control; “b” indica
p<0.05 con respecto a la CCl,.
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7.1.5.2 Tincion TM

Eon Ol R
Figura 24. Histologia de higados de ratas después de diferentes tratamientos (tincion TM). A. Control
sano; B. Quercetina; C. TAA; D. TAA+Q; E. CCl,; F. CCl4+Q. H= Hepatocito; CV= Vena central;

PS= Espacio portal; FT=Tejido fibrético; IR= Reaccion inflamatoria; SIR= Escasa reaccion
inflamatoria; NH= Hepatocitos de neoformacion; flecha=Vena congestionada.
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Los dos modelos de dafio hepatico produjeron un aumento en la deposicion de la
coldgena en el parénquima hepatico, esto se observa ya que la TAA (gréafica 13)
indujo un incremento aproximadamente tres veces mayor (p<0.05) al compararlo con
el grupo control, mientras que el CCl, (grafica 14) produjo una acumulacion de la
coldgena cuatro veces mayor (p<0.05). Esto también se observo en las histologias de
la tincién TM presentadas en los paneles C y E que corresponden a el tratamiento con
TAA y CCly, respectivamente, contra el panel A que indica un parénguima sano. Por
su parte, la Q previno de forma parcial pero significativa (p<0.05), el aumento en la
deposicién de coldgena cuando se tratdé de la forma concomitante con los
hepatotoxicos, siendo visible también en los paneles D y F que corresponden a los
grupos mencionados anteriormente. Cuando se comparan contra los paneles C y E se
observa como el contenido de la coldgena es muy inferior, dando una apariencia
similar a los paneles A 'y B. La Q no indujo un cambio en la deposicién de colagena
en el parénquima hepético, ni tampoco mostré cambiar la arquitectura del higado,

mostrandose también en el panel B.

Los resultados anteriores concuerdan con lo reportado por Palacios y colaboradores
en el 2008, en su trabajo, ellos indujeron la fibrosis hepatica con TAA por via p.o. en
diversos cursos temporales, siendo el maximo 16 semanas*’? y por Luckey y
colaborador en el 2001, ellos administraron el CCl, por seis semanas de igual forma
por via p.0.}” Los hepatotdxicos son capaces de inducir la fibrosis en el higado, ya
5174 y

RNS'™) o por la liberacién de las citocinas proinflamatorias (TGF-p e IL-6
176

que activan a las células estelares*’® por medio de la produccién de FR (RO
principalmente),*”® todas ellas liberadas por las KC,'" lo que produce un estado de
perpetuacion y conlleva a un desbalance en la homeostasis de la sintesis/degradacion
de ECM. La Q, como muestran los resultados, previno la deposicion de colagena en
el higado, el posible mecanismo por el cual ejerce este efecto es por medio de la
interaccion con los FR, ya que como se dijo anteriormente, la Q presenta todas las
caracteristicas en su estructura quimica para ejercer un poderoso efecto

antioxidante,

con esto no permitiria que las ROS y/o RNS interactien con las HSC,
ademas, la Q también ha mostrado poseer actividad antiinflamatoria,’”® por lo que las

citocinas tampoco entrarian en contacto con las HSC. Por lo anterior, la Q podria
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estar evitando que todos estos posibles agentes activen a las HSC, con ello
impidiendo que la cascada de procesos que conducen a la fibrosis se lleve a cabo.
Cabe sefialar que Kawada y colaboradores en 1998, demostraron que la Q era
capaz de inhibir la via de sefializacion de las MAPK, la expresion de a-SMA y la
activacion del PDGF de forma dependiente de la dosis, por lo que se sugiere que los
efectos antifibrogénicos de la Q sean debido en parte a la inhibicion de cascadas de

sefializacion intracelulares que activen genes pro-fibrogénicos.
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8. CONCLUSION

8.1 Conclusiones particulares

a)

b)

La induccion de la cirrosis fue claramente establecida tanto por la TAA como
por el CCl,, ya que los marcadores de colestasis, necrosis, estrés oxidativo,
funcionalidad y fibrosis hepatica se elevaron significativamente respecto de
los grupos sanos.

La Q es capaz de prevenir parcial pero significativamente el dafio hepatico
producido por los hepatotoxicos.

La prevencion por parte de la Q sobre el estrés oxidativo a nivel membranal es
total, mientras que a nivel citosélico es parcial pero significativa.

La Q previno de forma parcial pero significativa la pérdida de la
funcionalidad del higado respecto de los grupos tratados con los
hepatotdxicos.

La Q previene la acumulacion de colagena en el parénquima hepatico,

sugiriendo algun posible efecto antifibrogénico.

8.2 Conclusion general
La Q mostré capacidad hepatoprotectora al prevenir la cirrosis experimental inducida

por dos hepatotoxicos, esto se debe probablemente a sus caracteristicas como

antioxidante y antiinflamatorio, por lo que actuaria cascada arriba en el proceso que

desencadena la fibrosis y consecuentemente la cirrosis.
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9. PERSPECTIVAS
Para determinar de forma mas precisa la capacidad antioxidante de la Q, es

conveniente la medicion de enzimas antioxidantes tales como la SOD, CAT y
GPx.

Probar el efecto antiinflamatorio en modelos de dafio crénico, midiendo
citocinas proinflamatorias para resaltar los efectos positivos de la Q.
Determinar los efectos antifibrogénicos de la Q mediante técnicas de biologia
molecular para conocer mejor los mecanismos de accion de la misma.

Ya que la dosis utilizada en este proyecto no causé efectos nocivos hacia el
higado, el aumento de la dosis y la prolongacion del curso temporal de
tratamiento podrian ser viables para poder obtener mejores resultados.
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11.AP

ENDICES

12.1 Curva de calibracion de la FA
Para realizar la curva estandar de calibracion se prepararon las siguientes

disoluciones:

% Disolucion estandar de p-nitrofenol (10 pmoles/ml). Se pesaron 34.78 mg

de p-nitrofenol y se aforaron con agua destilada en un matraz volumétrico de

25 mL.

++ Disolucion 2. Se tomaron 0.5 mL de la disolucion anterior y se aforaron a 100
ml con NaOH 0.02 N.
% Disolucion de hidroxido de sodio 0.02 N, en adelante referida como
disolucién 3 (Tabla 5).

La Tabla 5 muestra las cantidades afiadidas de cada una de las disoluciones a fin de

obtener distintas concentraciones del producto de la reaccion (para-nitrofenol).

Tabla 5. Curva de calibracion de la FA
Tubo Disolucion 2 (mL) Disolucion 3 (mL) Sustrato hidrolizado (umoles)

1 0.0 5.5 0.0

2 0.5 5 0.025
3 1.0 45 0.050
4 2.0 815 0.100
5 3.0 25 0.150
6 4.0 15 0.200
7 5.0 0.5 0.250

Después de adicionar las disoluciones, los tubos se agitaron por inversion y las

absorbancias se leyeron a 410 nm en el espectrofotémetro Shimadzu UV-1201.

A cada valor de concentracion correspondié un valor de absorbancia con lo cual se

construy6 una ecuacion de la formay = 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 y b a la pendiente de la recta y ordenada al origen respectivamente, y X

corresponde al valor de concentracion desconocido.

1
0.8
0.6
0.4
0.2

0

y =3.1362x + 0.0022

R?=1

//

—

0 0.05 0.1

0.15 0.2 0.25 0.3

Grafica 15. Curva de calibracidn para la FA.
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12.2 Curva de calibracion de y-GTP
Se pesaron 13.81 mg de p-nitroanilina y se aforaron a 250 mL con acido acético 1.5

M para preparar la disolucion 1 presentada en la Tabla 6, en ésta se especifica la
cantidad de agua destilada y disolucion 1 afiadidas a cada tubo de reaccion.

Tabla 6. Curva de calibracion de y-GTP
Tubo Disolucion 1 (uL) | HO (uL) Producto (nmoles/mL) Producto (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 0.75
6 500 1500 100 0.10
7 750 1250 150 0.15
8 1000 1000 200 0.20

Después de adicionar las disoluciones los tubos se agitaron por inversion y las
absorbancias se leyeron a 410 nm en el espectrofotometro Shimadzu UV-1201.

De manera analoga a la curva estandar de FA, para este caso se obtuvo una ecuacion
de la forma y = mx + b para conocer la concentracion de producto obtenido y dicho

valor se empled para reportar la actividad enzimatica como pmol/Lmin.

1.8
1.6 e

y =8.1141x + 0.0593
14

R?=0.9995 /
1.2

/

0.2 e

0 T T T T 1
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25

Gréfica 16. Curva de calibracion de y-GTP.
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12.3 Curva de calibracion de ALT
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 producto) se realizé por duplicado.

A continuacion se describe la preparacion de los reactivos utilizados.
+« Buffer de fosfatos 0.1 M, pH 7.4: Se mezclaron 840 mL de disolucién 0.1 M

de fosfato disddico con 160 mL de disolucion 0.1 M de fosfato monopotasico.
++ Disolucion de sustrato: Se disolvieron 1.78 g de D/L alanina y 30 mg de
acido [J-oxoglutarico en disolucién buffer y se afiadieron 0.5 mL de hidréxido
de sodio 1 N. La disolucién se aforé a 100 mL con disolucion buffer. Una vez
utilizado el sustrato se conservé a 4 °C hasta su siguiente uso.

+ Disolucion estandar de piruvato (1 pmol/mL): la disolucién se preparo el
mismo dia en que fue utilizada, el volumen restante fue desechado. Para
prepararla se pesaron 11 mg de piruvato sodico y se mezclaron con 100 mL de
disolucion buffer.

% Reactivo Cromogeno: Se agregaron 200 mg de 2,4 dinitrofenilhidrazina a
HCI 1 N caliente hasta disolverse. Finalmente la disolucion se afor6 a un litro
con HCI 1 N.

Tabla 7. Curva de calibracion de ALT

Ndmero de tubo
Reactivos 1 2 3 4 5 6 7

Disoluci6n sustrato (uL) 250 225 200 175 150 125 100
Disolucion estandar de piruvato (uL) 25 50 75 100 125 150

Buffer de fosfatos (uL) 50 50 50 50 50 50 50
Reactivo cromégeno (uL) 250 250 250 250 250 250 250
NaOH 0.4 N (mL) 25 25 25 25 25 25 25
Piruvato (umoles) 0.025 0.05 0.075 | 0.1 0.125 0.150

Después de adicionar los reactivos referidos en la Tabla 7 los tubos se mezclaron
vigorosamente y se procedid a la lectura de absorbancias a 515 nm en el
espectrofotometro Shimadzu UV-1201.

A partir de los valores de concentracion y absorbancia se construyd la curva de
calibracion y se obtuvo la ecuacion de la recta del tipo y = mx + b. Con base en los
datos de la ecuacidn, se calcularon las concentraciones (valor de x en la ecuacion) a

partir de las absorbancias obtenidas para las muestras de plasma.
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Grafica 17. Curva de calibracion de ALT

12.4 Proteinas

Se pesaron 10 mg de albumina sérica bovina y se aforaron a 10 mL con agua
tridestilada para preparar la a una concentracion de 1 mg/mL. En la Tabla 8 se
especifica la cantidad de agua destilada, albimina y reactivo de Bradford afiadidos a
cada tubo para llevar a cabo la reaccion.

Tabla 8. Curva de calibracion de proteinas
Tubo AlbUmina sérica bovina (uL) H,O (pL) Reactivo de Bradford (mL)
1 0 100 2.4
2 5 95 2.4
3 10 90 2.4
4 15 85 2.4
5 20 80 2.4
6 25 75 2.4
7 30 70 2.4
8 35 65 2.4
9 40 60 2.4
10 45 515 2.4
11 50 50 2.4
12 60 40 2.4

Los tubos se agitaron por inversién y a partir de las absorbancias obtenidas a 595 nm
en el espectrofotometro Shimadzu UV-1201 y la concentracion conocida de proteinas
presentada en la Tabla 8 se calcul6 la ecuacion de la recta.

De manera analoga a las determinaciones de actividad enzimatica, los valores de la
pendiente, ordenada al origen y las absorbancias para cada muestra (m, b e v,
respectivamente), se calculdo el valor de concentracion de proteinas en los

homogenados de higado.

96
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Gréfica 18. Curva de calibracion de proteinas.

125 GSH

A continuacion se describe la preparacion de las disoluciones empleadas para

elaborar la curva de calibracion.

+« Disolucion patron de glutation reducido (1 nmol/mL): se disolvieron

30.733 mg de GSH con disolucion de fosfatos 0.3 M hasta completar un

volumen de 100 mL.

¢+ Disolucion de fosfatos: 42.6 g de Na,HPO, se disolvieron con agua destilada.

La disolucion se aford a 1 L, para obtener una concentracion final de 0.3 M.

% Reactivo de Ellman: se pesaron 40 mg de &cido 5,5 -ditiobis nitrobenzoico

(DTNB) y se disolvieron con 100 mL de una disolucién de citrato de sodio al

1%

La Tabla 9 muestra las cantidades afiadidas de cada una de las disoluciones a fin de

obtener distintas concentraciones del producto de la reaccion.

Tabla 9. Curva de calibracién de GSH

Tubo Disolucion patrén Disolucion de fosfatos Reactivo de Ellman GSH
de GSH (uL) (Na;HPO,4) (mL) (DTNB) (mL) (nmol)

1 0 2.2 0.25 0
2 10 2.19 0.25 10
3 50 2.15 0.25 50
4 100 2.10 0.25 100
5 250 1.95 0.25 250
6 450 1.75 0.25 450
7 650 1.55 0.25 650

Los tubos se agitaron por inversion y a partir de las absorbancias obtenidas a 412 nm

en el espectrofotometro Shimadzu UV-1201 y la concentracion conocida de GSH

presentada en la Tabla 9 se calcul6 la ecuacion de la recta.
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De manera analoga a las determinaciones de actividad enzimatica, los valores de la

pendiente, ordenada al origen y las absorbancias para cada muestra (m, b e v,

respectivamente), se calcul6 el valor de concentracion de GSH en los homogenados

de higado.
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Grafica 19. Curva de calibracion de GSH.

12.6 Colagena (HP)
Disolucion estdndar de HP: se pesaron 10 mg (76.26 umol) de HP y se llevaron a un

volumen de 76.26 mL con agua destilada para obtener una disolucion de 1 pmol/mL

equivalente a 1nmol/pL.

Utilizando la disolucion estandar se prepard una serie de 10 tubos con distintas

concentraciones de HP presentadas en la Tabla 9.

Tabla 10. Curva de calibracion de HP

Tubo

Disolucién HP (uL)

H,0 (mL)

HP (nmoles)

1

2.00

0

10

1.99

10

30

1.97

20

50

1.95

50

70

1.93

70

100

1.90

100

150

1.85

150

200

1.80

200

©| o N o o] M| w| N

300

1.70

300

=
o

400

1.60

400

=
[N

500

1.50

500
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A cada tubo se le agregé 1 mL de cloramina T y se dejaron reposar 20 minutos a
temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se agregaron 0.5 mL de tiosulfato de
sodio 2 M, 1 mL de NaOH 1 N, aproximadamente 2 g de NaCl y se agito
inmediatamente para detener la reaccion. Posteriormente se agregaron 6 mL de
tolueno, se agitaron durante 1 minuto, se extrajo la capa de tolueno y la fase acuosa se
sometid a ebullicién en bafio maria durante 20 minutos. Después de enfriar los tubos,
se les adicionaron 6 mL de tolueno y se agitaron durante 1 minuto. Finalmente de la
fase organica se tomaron alicuotas de 1 mL por duplicado, se les agregaron 4 mL del
reactivo de Ehrlich se agitaron fuertemente y se dejo desarrollar la reaccion a
temperatura ambiente por 30 minutos. Las absorbancias se leyeron en el
espectrofotometro Shimadzu UV-1201 560 nm.

Para cada valor de concentracion correspondié uno de absorbancia, lo que permitio
calcular la ecuacion de tipo lineal y = mx + b. Con dicha ecuacion y considerando los
valores de m y b como constantes, se calcul6 la concentracion de HP (valor de x) de

acuerdo a las absorbancias (valor de y) de cada una de las muestras de higado.

0.9
08 y = 0.0016x + 0.0012 %
0.7 R?=0.9923 P
0.6
0.5 /
0.4
0.3 /
0.2 /
0.1 /
0 - T T T T T )
0 100 200 300 400 500 600

Gréfica 20. Curva de calibracién de HP.
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