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Resumen

El higado es uno de los érganos mas versatiles del cuerpo humano, estd involucrado en diversos
procesos metabdlicos y debido a su proximidad anatémica al suplemento sanguineo y al tracto
digestivo y su contribucidn en el proceso de desintoxicacion sanguinea, es un blanco potencial para
sufrir afectaciones tanto a nivel anatémico como fisiolégico. Un ejemplo de tales desérdenes es el
trastorno conocido clinicamente como cirrosis hepatica, que de acuerdo a la Direccidon General de
Informacién en Salud, en México mueren aproximadamente 30 mil personas al afio a causa de esta

patologia.

Pese el impacto en la salud publica derivado de la cirrosis hepatica, hasta hoy no existe una terapia
efectiva para tratar tanto los sintomas como sus consecuencias, por ello, el objetivo central de la
presente investigacion fue evaluar si la administracion de quercetina (Q) es capaz de prevenir y

revertir el dafio hepatico causado por la administracion aguda o crénica de CCla.

Ratas Wistar macho se dividieron aleatoriamente en los siguientes grupos: 1) control; Il) CCls (v.0.)
4g/kg; M) Q (i.p.) 50 mg/kg/7 dias, en el dia 7 las ratas recibieron dos dosis de Q mas CCls (v.0.)
4g/kg; V) CCla (i.p.) 400 mg/kg/3 veces/semana/8 semanas; V) CCls (i.p.) 400 mg/kg/3
veces/semana/8 semanas, a partir de la novena semana se administré Q (v.o.) 50 mg/kg/dia/4
semanas; VI) CCls (i.p.) 400 mg/kg/3 veces/semana/8 semanas, a partir de la novena semana se
administré petrolato (v.0.) 1 mL/dia/4 semanas. Concluido el periodo de administracién, las ratas
se sacrificaron a las 24 (dafio agudo) 6 72 (dafio crénico) h. A partir de las muestras sanguineas se
obtuvo el plasma para medir la actividad enzimatica de fosfatasa alcalina (ALP), y-glutamil
transpeptidasa (y-GTP) y alanino aminotransferasa (ALT). Las muestras de higado se emplearon
para las tinciones de hematoxilina y eosina (H&E) y tricromica de Masson, asi como para

cuantificar el glutatién reducido (GSH), el glucégeno vy la coldgena.

La Q pudo prevenir y revertir la colestasis y necrosis causadas por el CCls, asimismo preservé la

funcién del sistema antioxidante al mantener y restablecer los niveles de GSH cercanos a los del
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grupo control. Aunque el flavonoide fue incapaz de prevenir el decremento en la reserva de
glucégeno tras la dosis Unica de CCls, su administracidon resulté util para recuperar la capacidad
biosintética del higado al contrarrestar el descenso en la cantidad de glucégeno inducido por el
hepatotdxico. Finalmente, es posible que el flavonoide actie como un agente fibrolitico al
contribuir en la recuperacion de la arquitectura de los hepatocitos y promover un descenso en la

deposicion del tejido fibrotico, medido como cantidad de coldgena.

Tomando en conjunto los resultados obtenidos en el presente proyecto, se puede concluir que la
Q es capaz de prevenir y revertir parcialmente, los cambios bioquimicos e histoldgicos causados
por la exposicidn a CCls. Es pertinente sugerir que aumentar la dosis y/o el periodo de tratamiento
con el flavonoide pudiera mejorar los efectos benéficos evidenciados en el presente estudio,

haciendo posible el uso de este compuesto para el tratamiento de las hepatopatias en el humano.
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Abstract

The liver is related with multiple metabolic processes and plays an important role in the blood
detoxification. Because this characteristics and its anatomic position, the liver is commonly
affected by etiologic agents which can produce anatomic and physiological alterations that finally
induce chronic diseases as liver cirrhosis. According to the statistics, in Mexico every year around

30 000 patients die from this pathology.

In spite of the economic and health problems related with the cirrhosis there is not an effective
therapeutic strategy to the treatment of its symptoms and consequences as the jaundice,
hepatorenal syndrome and hepatic encephalopathy. Take into account the aforementioned, the
aim of this project was to determine the effect of quercetin flavonoid (Q) to prevent and reverse

the liver damage induced by acute or chronic treatment with CCls.

Male Wistar rats were randomized into the groups: 1) control; Il) CCls (p.o.) 4g/kg; 1) Q (i.p.) 50
mg/kg/7 days, in the 7t day the rats received two doses of Q and CCls (p.o.) 4g/kg; IV) chronically
intoxicated with CCls (i.p.) 400 mg/kg/3 times/week/8 weeks; V) chronically intoxicated with CCls
(i.p.) 400 mg/kg/3 times/week/8 weeks and from 9™ week on animals were treated with Q (p.o.)
50 mg/kg/day/4 weeks; VI) chronically intoxicated with CCls (i.p.) 400 mg/kg/3 times/week/8
weeks and from 9™ week on animals were treated with mineral oil (p.0.) 1 mL/day/4 weeks. 24 h
(acute damage) or 72 h (chronic damage) after the last dose of CCls, the effect of Q was evaluated
with the enzymatic activity of alkaline phosphatase (ALP), y-glutamil transpeptidase (y-GTP) and
alanine aminotransferase (ALT) in blood plasma samples. To analyse the morphological changes
produced in the hepatic lobule, hematoxylin and eosin (H&E) and Masson’s stains were performed.
Finally, liver samples were used to determine the reduced glutathione (GSH), glycogen and

collagen content.

According to the biochemical and histological analysis the antioxidant Q prevented and reversed

the cholestasis and necrosis of the hepatocytes induced by CCls4, also showed the ability to
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suppress the changes in the GSH levels caused by liver damage. The flavonoid compound was able
to recover the glycogen storage when the animals were chronically treated with the xenobiotic,
however, the dose and/or the period of time of the treatment with Q was not enough to avoid the
alteration in the biosynthetic function of the liver produced by a simple but significant dose of CCla.
Lastly, there is the possibility that the antioxidant molecule acts as a fibrolytic agent because it
reduced the collagen content and recovered the normal architecture of the hepatocytes, reversing

the excessive degree of deposition of fibrotic tissue.

Summarizing, the flavonoid counteracts the characteristic changes of the liver damage induced by
acute and chronic exposure to carbon tetrachloride. According to the results, it is important to
point out that the increase of the dose and/or the length of treatment could improve the anatomic
and physiologic benefits caused by the Q, making possible its use as therapeutic tool to treat

human liver diseases.



1. INTRODUCCION

1.1. Anatomia del higado

El higado se encuentra ubicado en el cuadrante superior derecho, por debajo del diafragma y por
encima del estdmago, cubriendo a éste casi en su totalidad (figura 1). Se encuentra cubierto por
una matriz de fibroblastos, coldgena y pequefios vasos sanguineos denominada Capsula de Glisson

[1, 2].

b)
Lébulo derecho Lébulo izquierdo

_—

Ligamento falciforme

Figura 1. Anatomia del higado. a) El esquema ilustra la posicidn del higado entre el diafragma y el estémago.
b) Lébulos izquierdo y derecho del higado separados por el ligamento falciforme.

Tomado de http://www.bing.com/images/searc [3].

Después de la piel es considerado el érgano mds grande del cuerpo humano, con un peso
aproximado de 1.0 a 1.4 kg en un adulto sano, variando segun la edad, sexo y raza.
Anatdmicamente se puede considerar que el higado esta conformado por los I6bulos derecho, que

representa un 65% del volumen total, y el izquierdo de menor tamano [1].

Es un dorgano altamente irrigado con la capacidad de almacenar aproximadamente el 12% del
volumen sanguineo total. Recibe sangre de dos fuentes principales: la vena porta, que lleva la

sangre desde el bazo y las venas mesentéricas inferior y superior hasta el higado. La sangre
1



transportada por esta via es rica en nutrientes y representa aproximadamente el 75% del
suplemento del parénquima hepatico; mientras que la arteria hepatica, la cual transporta sangre
rica en oxigeno, provee sélo el 25% del suministro sanguineo. Ambas aferentes ramifican en la
masa intrahepatica, formando, de acuerdo con el modelo de Kiernan (1833), una red capilar que
delimita las células del parénquima en un prisma de geometria hexagonal, considerando este
espacio como la unidad funcional del higado, denominada lobulillo hepatico clasico. En el lobulillo
de Kiernan los hepatocitos estan dispuestos en torno a la vena central, y en tres de los seis vértices
del hexagono confluyen el conducto biliar, la vena porta y la arteria hepatica, integrando con ello

la triada portal (figura 2) [1, 4].

Lébulos

~ Vena central
Triada portal:
*Arteria hepatica (roja)

*Vena porta (azul)
*Conducto biliar (verde)

Figura 2. Esquema representativo del lobulillo hepatico clasico o de Kiernan

Tomado de http://handresen.perulactea.com/2009/02/24/capitulo-8-disfuncion-hepdtica [5].

La disposicién de los hepatocitos y la triada portal, contribuye con la dindmica fisiolégica del
higado al permitir que la sangre fluya desde las aferentes (vena porta y arteria hepdtica) hacia la
vena central, favoreciendo con ello el intercambio de nutrientes desde los sinusoides hacia los
hepatocitos y de metabolitos desde las células que constituyen el parénquima hacia la sangre que
serd conducida, a través de la vena central, a la vena cava inferior y de ésta al resto del organismo
(figura 3). Por el contrario, la bilis producida por los hepatocitos es secretada en la luz de los
canaliculos biliares (delimitados por la membrana canalicular), que son drenados por los conductos
biliares primarios, también llamados canales de Hering (constituidos por hepatocitos y
colangiocitos pequenos), los cuales desembocan en el conducto biliar que constituye la triada

portal [1, 4].



Vena central

Conducto biliar

Vena porta Arteria hepatica

Figura 3. Direccidn del flujo sanguineo y biliar en el lobulillo hepatico clasico.
La sangre viaja a través de las aferentes (vena porta y arteria hepatica) en direccidn a la vena central y la bilis lo hace en direccién
opuesta, desde la vena central hacia la triada portal.

Tomado de Demetris, 2008 [1].

1.2. Fisiologia del higado

El higado es una maquina metabdlica altamente dindmica, cuya fisiologia permite al organismo
mantener la homeostasis de la glucosa en sangre, actuando ante las sefiales hormonales mediadas
por la insulina, que indican la necesidad de almacenar los excedentes de este azdcar en moléculas
complejas de glucégeno; o bien, en respuesta al glucagdn, desencadenar la glucogendlisis a fin de

abastecer de glucosa a los tejidos que al momento demanden un alto consumo energético [6].

No obstante, la funcién del higado no se limita al mantenimiento de los niveles circulantes de
glucosa. Este érgano juega un papel importante en el proceso de la desintoxicacion sanguinea al
fagocitar particulas infecciosas que consiguen atravesar las paredes del tracto digestivo y circulan

en la sangre transportada por la vena porta [2, 7].

Asimismo, participa activamente en los procesos de biotransformacién de xenobidticos tales como
farmacos y etanol; desempefando esta funcién las oxigenasas dependientes de citocromo

(denominadas CYP450), las flavin monooxigenasas (denominadas FMO) y las enzimas involucradas



en las reacciones de conjugacion o fase Il (UDP glucuronil transferasas, sulfotransferasas y

metiltransferasas, por citar algunas) [8].

Ademas, estd implicado en la sintesis del fibrinégeno (factor de coagulacién), la ceruloplasmina
(encargada de transportar, en plasma, aproximadamente el 95% del cobre) y la albumina sérica,
proteina principal en sangre involucrada en el transporte de bilirrubina no conjugada, algunos
farmacos y hormonas tiroideas y liposolubles. Es considerado el principal reservorio de hierro en
mamiferos, incluido el hombre, e investigaciones recientes destacan su funcion en la regulacién de

la homeostasis sistémica de este metal [9 — 11].

En cuanto a la injerencia del higado en el metabolismo de lipidos y dcidos grasos, se puede citar la
capacidad de este 6rgano tanto en la sintesis de colesterol como en su biotransformacién a acidos
biliares conjugados, contribuyendo de esta manera con el mantenimiento adecuado de los niveles
de este lipido. A su vez, los acidos biliares derivados de dicho esterol forman parte de la bilis
sintetizada y secretada por los hepatocitos, y que se almacena en la vesicula biliar hasta liberarse
en la segunda porcién del duodeno para emulsificar las grasas y favorecer con ello su digestion [2,
12]. Tomando en cuenta su tamafio y la funcion desempefiada en el proceso digestivo por uno de
sus productos de desecho (secrecién biliar), el higado es considerado la glandula mas grande del

organismo [2].

1.3. Biologia celular del higado

Para desempeiiar las multiples funciones citadas, el higado esta constituido por un conjunto de

células de diversa morfo y fisiologia.

1.3.1. Hepatocitos

Del total de células hepaticas, los hepatocitos representan aproximadamente un 60% vy

convencionalmente se les ha definido como las células que integran el parénquima del higado.
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Dada la intensa actividad metabdlica desempenada por el higado, cada hepatocito posee, en
promedio, 1700 mitocondrias, 370 peroxisomas y 250 lisosomas. Aproximadamente, el 15% del
volumen celular es ocupado por agregados del reticulo endopldsmico rugoso y liso, siendo este
ultimo el sitio principal en el que se localizan las enzimas y moléculas involucradas en la sintesis y

degradacion del glucégeno [4, 13].

Los hepatocitos son células polarizadas en las que aproximadamente el 35% de la superficie
celular se pliega formando multiples microvellosidades proyectadas hacia el espacio de Disse,
manteniendo con ello intimo contacto con los sinusoides; esta regidon estd especializada en la
extraccién de moléculas procedentes de la sangre y en la liberacién de sustancias metabolizadas
por el higado, las cuales serdn eliminadas a través de las heces u orina (por ejemplo, metabolitos
de farmacos), o cumpliran una funcién particular en algun tejido u érgano (ejemplo lipoproteinas).
Un 50% de su membrana plasmatica estd en contacto con células adyacentes a través de
complejos de adhesidn intercelulares, excepto en una pequefa porcidn, de apenas un 13%, en la
gue las membranas de hepatocitos contiguos se pliegan para dar origen a los canaliculos biliares

(figura 4) [4].
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Figura 4. Morfologia de los hepatocitos.
En el esquema es posible apreciar las membranas canalicular y basolateral, y que gracias a los pliegues (microvellosidades) de esta

ultima existe un intimo contacto entre los hepatocitos y los sinusoides.



1.3.2. Colangiocitos

El conducto biliar intrahepatico es una estructura tubular que se extiende desde los conductos
hepaticos derecho e izquierdo hasta los canales de Hering, localizados en la proximidad del

parénquima y del sistema portal [14].

El conducto biliar intrahepdtico estad conformado por células epiteliales denominadas colangiocitos
[4]. Estas células estan rodeadas del plexo vascular que deriva de la arteria hepatica y desemboca
en los sinusoides hepaticos, y cuentan con una extensa inervacion de neuropéptidos. Los
colangiocitos son células polarizadas de morfologia columnar o cuboide, mas pequefias que los
hepatocitos y con un menor nimero de organelos, aunque poseen una cantidad abundante de
filamentos del citoesqueleto. La superficie membranal forma numerosas microvellosidades vy

frecuentemente se encuentran vesiculas pinociticas [14].

Los colangiocitos estan especializados en los fendmenos de secrecion de solutos y reabsorcidon de
agua, ambos altamente ligados al proceso de sintesis biliar. Tanto la secrecién de solutos como la
reabsorcidon de agua ocurre de manera no uniforme a lo largo del ducto biliar y depende de las
sefiales hormonales (respuesta a secretina o somatostatina) o de transportadores (por ejemplo
intercambiador H*/HCO3™ o Na*/Cl). La glicoproteina biliar 1, la B2-microglobulina, y-glutamil
transpeptidasa (y-GTP) e integrina VLA 3 son algunas de las proteinas que se emplean como
marcadores bioquimicos para identificar, de manera inequivoca, a las células del epitelio biliar. De
hecho, algunos de estos marcadores son utilizados en el diagndstico diferencial entre carcinoma

hepatocelular y colangiocarcinoma [4, 14].

Las células del epitelio biliar tienen capacidad para absorber acidos biliares, bilirrubina conjugada
y glucosa. Ademas, cuentan con enzimas que participan en las reacciones de biotransformacion de
la fase Il, contribuyendo con las reacciones de desintoxicacion; sintetizan proteinas de la matriz

extracelular (MEC), especificamente laminina y coldgena tipo 1V, y colesterol. Finalmente, se ha



sugerido la participacion de los colangiocitos en la respuesta inmune, mediada particularmente por

el péptido inmunosupresor timosina 4 y la inmunoglobulina A (IgA) [14].

1.3.3. Células endoteliales

Las células endoteliales que forman parte del tejido hepatico, se diferencian de las encontradas en
otros capilares en tres aspectos basicos: carecen de membrana basal, se encuentran altamente
fenestradas y presentan una intensa actividad pinocitica, contribuyendo con las células de Kupffer

y de Pit en el sistema de defensa del higado [7, 15].

Junto con las células de Kupffer, las células estelares y las de Pit, las células endoteliales
constituyen la estructura vascular denominada sinusoide hepatico. Los sinusoides se distribuyen
entre las placas de hepatocitos desde el tracto portal hasta la vena central, y es precisamente en
los sinusoides en donde la sangre procedente de la arteria hepatica y de la vena porta se mezcla y
se filtra a través de las fenestraciones de las células endoteliales. Ademas, los sinusoides hepdaticos
ofrecen una extensa area de superficie endotelial que facilita la interaccidn con las células inmunes
circulantes, y son el sitio principal de intercambio de solutos entre la sangre y el parénquima

hepatico [7, 15, 16].

El didametro de las células endoteliales oscila de 4 um en el area portal a 5.5 um cerca de la vena
central, debido a ello y tomando en cuenta que existe un mayor niumero de fenestraciones en la
zona centrolobulillar (cerca de la vena central) respecto de la zona periportal (cerca de la triada
portal), a pesar de que en esta region las fenestraciones son de mayor tamafio, el endotelio

centrolobulillar presenta mayor porosidad [7, 15].

Puesto que los eritrocitos y leucocitos son de mayor tamano, ambos grupos celulares sufren una
distorsion al pasar a través de los sinusoides, proceso referido como “masaje endotelial”, el cual
permite un intercambio eficiente de solutos desde la sangre hacia el espacio de Disse, hendidura

localizada entre los sinusoides y los hepatocitos adyacentes [15, 16].



Las células endoteliales hepaticas poseen enzimas oxidativas (de la familia de citocromos P450) y
postoxidativas (epdxido hidrolasas y glutation transferasas), contribuyendo en los procesos de
biotransformacién de sustancias xenobidticas. Asimismo, se ha demostrado su capacidad como
células presentadoras de antigenos de origen bacteriano, al contar con moléculas de clase Il del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés) y participar en la
produccién de interleucina 1 (IL-1) después del procesamiento de los antigenos. La intervencién de
estas células en el reconocimiento y procesamiento de antigenos tiende a evitar la inflamacién

hepatica derivada de la presencia de endotoxinas en la sangre transportada por la vena porta [15].

1.3.4. Células estelares hepaticas

En 1876, Carl Kupffer, mediante la tincidn de cloruro de oro identificé por primera vez un conjunto
de células de morfologia similar a una estrella (figura 5). Por su localizacion en torno a los capilares
de los sinusoides hepaticos, Kupffer les asigné funciones vasculares. Mas tarde, en 1951, Ito las
describié como células con capacidad para almacenar lipidos y en 1958 Suzuki las encontré en el
espacio de Disse, aseverando que se encontraban involucradas en la transmision de impulsos
nerviosos hacia los hepatocitos. Por su parte, Kent y Popper, diecisiete anos mas tarde,

demostraron el papel que las células estelares juegan en el desarrollo de la fibrosis hepatica [17].

La caracteristica principal de estas células es la presencia de goticulas citoplasmicas de lipidos,
particularmente retinoides (vitamina A), en proximidad al nucleo. En condiciones fisiolégicas
normales se encuentran en estado quiescente, con una baja tasa proliferativa y ademds de
almacenar vitamina A se encargan de producir pequefias cantidades de laminina y coldgena tipo IV
(proteinas de la MEC) para formar la membrana basal. Sin embargo, tras el dafio de los hepatocitos
y la subsecuente activacién de las células de Kupffer, las células estelares hepaticas (HSC, por sus
siglas en inglés) son estimuladas por especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) y
citocinas como el factor de crecimiento transformante beta (TGF-3, por sus siglas en inglés), el
factor de crecimiento derivado de plaguetas (PDGF, por sus siglas en inglés) y el factor de necrosis

tumoral alfa (TNF-a, por sus siglas en inglés). Posterior al estimulo, las HSC son activadas, pierden

8



su capacidad para almacenar lipidos, incrementan su tasa proliferativa y sufren un proceso de
transdiferenciacion que las convierte en células similares a miofibroblastos (MF), que se
caracterizan por la producciéon de una gran cantidad de proteinas de la MEC (figura 5) y la

capacidad de regular, al menos en parte, el flujo sanguineo sinusoidal [17 — 20].

1.3.5. Células de Kupffer

Las células de Kupffer (en inglés KC) estan involucradas en la endocitosis de células, agentes
infecciosos y xenobidticos que circulan en la sangre y llegan a los sinusoides, clasificAndose por
dichas funciones como macrdfagos residentes del higado. Se encuentran adheridas a la superficie
de los sinusoides, localizacidn que les permite entrar en contacto con el flujo sanguineo y por ende

ejercer su funcion fagocitica [7].

A lo igual que las HSC, las KC se distribuyen de manera desigual a lo largo del lobulillo hepatico
clasico, encontrando mayor concentracion en la regidn periportal, donde a su vez son células mas
grandes y de mayor actividad fagocitica con respecto a la regidn centrolobulillar. Esta disposicién
no uniforme refuerza la funcién primordial de los macréfagos, pues la sangre entra al higado por la
zona periportal, por lo tanto, es favorable que ahi se intensifique la purificaciéon del fluido para
evitar que lleguen sustancias toxicas y agentes patogenos a la vena central y en consecuencia se

distribuyan al organismo a través de la vena cava inferior [7].
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Figura 5. Proceso de activacion de las células estelares hepaticas (HSC).
Se identifican las principales moléculas que estimulan a las HSC después el dafio hepatico: especies reactivas de oxigeno (ROS),
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y factor de crecimiento transformante beta (TGF-f3). Ademas puede verse el papel activo de
estas células en la fibrogénesis, al adquirir caracteristicas similares a miofibroblastos.

Tomado de Muriel and Arauz, 2012 [21].

1.3.6. Células de Pit

En la década de los setenta, aplicando la técnica de perfusidn-fijacién, Wisse y Maems lograron
aislar, ademas de las KC, las células endoteliales y las HSC, linfocitos de gran tamafo antes no
visualizados. De acuerdo a la descripcion de los autores, las células eran polarizadas, con la mayor
parte de los organelos orientados hacia un extremo del nldcleo y con pseuddpodos, lo que
presumia su capacidad locomotora. La presencia de granulos citoplasmicos similares a semillas o
huesos de fruta, motivd a Wisse y colaboradores a nombrarlas células de pit. Estas células estan
adheridas a la pared sinusoidal, aunque es posible que microvellosidades o pseudépodos
atraviesen las fenestraciones distintivas de las células endoteliales hepaticas, lo que les permite
entrar en contacto con las células del parénquima (hepatocitos). Tienen la capacidad de expresar

marcadores antigénicos tales como CD8*, CD5" y asialo-GM1* y a partir de cuerpos multivesiculares
10



desarrollan granulos densos que almacenan sustancias citotdxicas como la perforina (proteina que

forma canales transmembranales en las células blanco) [22].

Los trabajos de Bouwens y colaboradores en 1987, quienes coincubaron una preparacion celular
enriquecida con células de Pit y una linea celular de linfoma de ratdén, revelaron que las células de
Pit constituyen la inmunidad celular (natural) del higado, al actuar como células citotdxicas
denominadas asesinos naturales (NK, del inglés natural killer). En concordancia con la funcién
descrita por Bouwens y su equipo de trabajo, se ha propuesto el papel de estas células en la
regulacion del crecimiento y regeneracidon de hepatocitos, para actuar como mecanismo de
resistencia natural frente a la neoplasia hepdtica y las infecciones causadas por los virus de

hepatitis Ay B [22].

1.4. Daiio hepatico

El higado, es un blanco potencial para sufrir afectaciones tanto a nivel anatémico como fisioldgico,
debido a su implicacién en diversos procesos metabdlicos como la secrecidon biliar, la
biotransformacion de xenobidticos como el etanol y farmacos y la sintesis de glucégeno y
colesterol, por referir algunos, asi como por su proximidad anatémica al suplemento sanguineo y el

tracto digestivo [2, 23].

El dafio hepatico implica la pérdida en la arquitectura normal del parénquima vy
consecuentemente un desempefio deficiente de las actividades metabdlicas propias del higado,
conduciendo inclusive, a una pérdida de la homeostasis a nivel sistémico. Dentro de los agentes
etiolégicos que conducen al establecimiento de las alteraciones referidas podemos citar el abuso
en el consumo de bebidas alcohdlicas, la infeccion por los virus de la hepatitis, afectaciones en el

conducto biliar, o intoxicacion por farmacos, por ejemplo el acetaminofén (paracetamol) [24 — 26].

De acuerdo al periodo de exposicion frente al agente etioldgico, el dafio hepatico puede

clasificarse como agudo (menor a 28 dias) o crénico (mas de 28 dias) [27]. Evidentemente, existen
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claras diferencias entre los tipos de dafio hepatico; mientras que en el dafio agudo hay una pérdida
masiva de los hepatocitos que constituyen el parénquima, ademas de una acentuada reaccion
inflamatoria que estd intimamente relacionada con la infiltracion de células de la respuesta inmune
y la activaciéon de cascadas inflamatorias intrahepdticas, en el dafio crénico, la exposicidn
moderada pero repetida al agente etioldgico, por un periodo prolongado, evita la regeneracion del
tejido, manifestdndose un proceso de cicatrizacién que mdas tarde conduce a la fibrosis, estado
patoldgico que precede a la cirrosis hepatica, la cual hasta hoy, es convencionalmente considerada

como una enfermedad irreversible [27, 28].

1.4.1. Fibrosis hepatica

La fibrosis hepdtica se define como el estado patoldgico caracterizado por la acumulacién excesiva
de proteinas que constituyen la MEC [29]. A nivel mundial, la hepatitis viral crénica es la causa
principal de fibrosis hepatica, mientras que en los paises occidentales, ademds de este agente
causal, la hepatopatia alcohdlica y la enfermedad de higado graso no alcohdlico son considerados

los principales agentes etioldgicos [30].

Las primeras etapas del establecimiento de la fibrosis se caracterizan por la activacién de las
células inflamatorias propias del higado y el reclutamiento de células inflamatorias adicionales.
Paralelo a ello, existe un aumento en la cantidad de mediadores inflamatorios circulantes, los
cuales son liberados no sélo por los hepatocitos dafiados sino también por los colangiocitos y las
células endoteliales e inflamatorias. Posterior a la iniciaciéon de la reaccién inflamatoria, la
activacion de las HSC denota una etapa critica entre la transicién que involucra la afectacion al
tejido o su regeneracion. Como se explico en el apartado anterior, las HSC residen en el espacio de
Disse y su funcién principal radica en el almacenamiento de vitamina A; sin embargo, tras su
activacion, consecuencia del dafio a los hepatocitos y estimulacién de los macrofagos, estas células
se transdiferencian hacia MF con capacidad contrdctil y proliferativa, ademas de ser las principales

células responsables de la secrecidén de proteinas de la MEC (figura 5) [30].
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Si persiste la activacidn de las HSC y la acumulacidn tanto de elastina como de fibras de colagena
tipo | y IV, el resultado neto implica la formacién de septos fibréticos y ndédulos de regeneracién
que caracterizan el establecimiento de la cirrosis. Por el contrario, la produccién del ligando
inductor de apoptosis relacionada con TNF-a (TRAIL, en inglés) y de la metaloproteinasa 9 (MMP-
9), por los macréfagos tanto residentes en el tejido hepatico (KC) como los reclutados después del
dano hepatico, contribuye con la apoptosis de las HSC activadas y la remodelacién de la MEC,

favoreciendo la regeneracion del tejido y con ello a la resolucidn de la fibrosis [30].

1.4.2. Cirrosis hepatica

La cirrosis hepatica es considerada como el estadio final resultante de una o varias patologias
cronicas que afectan la anatomia y fisiologia hepaticas, y se considera a la fibrosis como

antecedente directo de esta hepatopatia [28].

La etiologia de la cirrosis es funcién del drea geografica, en Africa y Asia los virus de las hepatitis B
y C son las principales causas de cirrosis, mientras que en paises desarrollados como Estados
Unidos, el abuso en el consumo de alcohol es el principal agente causal [31]. No obstante, la
cirrosis hepatica tiene otros agentes causales tales como la enfermedad de higado graso de origen
no alcohdlico (en inglés NAFLD), patologias hereditarias como la enfermedad de Wilson y la
hemocromatosis, la hepatitis autoinmune, la cirrosis biliar primaria, y en afios recientes, los
desdérdenes alimenticios asociados con el abuso en el consumo de alimentos ricos en grasas y
carbohidratos son considerados como factores de riesgo al desencadenar un cuadro de obesidad,
gue en algunos casos detona en el desarrollo de higado graso y consecuentemente, en cirrosis [28,

32].

Cuando se alcanza un estado cirrético, el higado pierde su arquitectura y funcién normales,
distinguiéndose la presencia de nddulos fibréticos, un aumento en la resistencia del flujo
sanguineo hacia el higado (hipertensién portal), pérdida de la capacidad para almacenar

glucdégeno, sintetizar colesterol y secretar bilis [33].
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1.4.2.1. Biologia celular y molecular de la cirrosis hepatica

El establecimiento de la cirrosis involucra una compleja interaccidon entre los diferentes tipos
celulares que forman el tejido hepatico y moléculas, entre las que se incluyen radicales libres y

factores de crecimiento.

Los hepatocitos son las principales células afectadas por el agente etioldgico, tomando en cuenta
que estos desempefian la mayoria de las funciones metabdlicas y ocupan mas del 50% del volumen
total del higado. Posterior a la exposicion al citotdxico, tanto la funcién de los organelos como la
integridad de la membrana de los hepatocitos se ve comprometida, lo que se traduce en la
necrosis y la muerte celular programada (apoptosis) de éstos. La apoptosis mediada por receptor
es el mecanismo predominante después del dafio hepatico e implica la activacidon del receptor al
factor de necrosis tumoral 1 (TNFR-1) o bien el receptor al ligando Fas (fas/CD95), los cuales
frecuentemente se encuentran sobreexpresados durante la fibrosis hepdtica. Es importante
seflalar, que ambos receptores poseen actividad proinflamatoria al intervenir en la expresion de
quimosinas y citocinas que favorecen la inflacidn, asi como en el reclutamiento de neutroéfilos [20,

34].

Los cuerpos apoptdticos son ingeridos y degradados por las KC, las cuales resultan ser la principal
fuente de citocinas fibrogénicas, TGF-3, por ejemplo y factores de crecimiento, principalmente
PDGF, que estimularan la transdiferenciacién de las HSC hacia MF. Asimismo, las KC refuerzan el
proceso inflamatorio, producen los ligandos Fas y TNF-a que intervienen en los procesos
apoptéticos y secretan un grupo de gelatinasas que degradan la colagena tipo IV, desencadenando

el cambio fenotipico de las HSC [28, 29].

Por su parte, las células endoteliales también juegan un papel importante en el desarrollo de la
fibrosis y subsecuentemente de la cirrosis. Sin importar las causas que conducen al establecimiento

de la cirrosis, la defenestracion de las células endoteliales y la presencia de la membrana basal
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subendotelial (capilarizacién de los sinusoides), son caracteristicas distintivas de un higado
cirrdtico, y se consideran las principales causas del fallo hepatico global, al alterar el intercambio
bidireccional de solutos entre las células que constituyen el parénquima y la sangre que circula a
través de los sinusoides. Ademas, ambos fendmenos (defenestracion y capilarizacion) suponen un
factor clave en el inicio de la fibrosis perisinusoidal al alterar el metabolismo del retinol. De hecho,
en apoyo a la aseveracién anterior, Roger y colaboradores demostraron, en 1992, que estas
alteraciones estructurales frenaban el consumo de retinol por el parénquima hepdtico y su
posterior almacenamiento en las células HSC, promoviendo con ello la transdiferenciacidon de estas

ultimas a MF [35].

No obstante la participacién de las demas células hepaticas, diversos autores han definido a las
HSC como las “protagonistas” en el proceso de fibrogénesis y en consecuencia en el desarrollo del
estado cirrético. En parrafos anteriores se ha expuesto que las HSC son estimuladas por el TGF- y
el PDGF, favoreciendo su transdiferenciacién hacia células fenotipicamente similares MF. Entre
otras propiedades, las HSC activadas son células con una elevada tasa proliferativa, caracterizadas
por una disminucidn significativa en el contenido de vitamina A, un incremento en la sensibilidad
de respuesta ante estimulos tanto paracrinos como autocrinos (por ejemplo, respuesta al TGF-3
producido tanto por las KC como por las propias HSC activadas) y por adquirir la capacidad

contractil al expresar alfa actina de musculo liso (a-SMA) (figura 5) [36].

Durante la cirrosis existe un notorio desbalance en la remodelacién de la MEC debido
principalmente al incremento en la sintesis de colagena, la regulaciéon a la baja en secrecién y
actividad de metaloproteinasas (MMP’s), proteasas de la MEC, y la paralela sobreexpresién de los
inhibidores de la degradacion de coldgena, denominados inhibidores tisulares de
metaloproteinasas (TIMP, de sus siglas en inglés). Los eventos descritos estdn mediados por la

accién que ejerce el TGF-f sobre las HSC (figura 5) [29, 36].

La sefal mediada por el TGF-f inicia cuando esta citocina se une a su receptor transmembranal

cinasa de serina/treonina tipo Il (TGFRII), posteriormente, dicho receptor transfosforila el domino
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GS del receptor transmembranal cinasa de serina/treonina tipo | (TGFRI), formando un complejo
heterodimérico. El receptor TGFRI fosforila a un grupo de proteinas reguladas por receptor que se
denominan SMADS, particularmente las isoformas 2 y 3 (Smad2/Smad3). Una vez fosforilada, la
proteina Smad2/3 se separa del receptor TGFRI y transloca al nicleo unida a la isoforma Smad4 (o
co-Smad). En el nucleo, el complejo Samd2/3 - Smad4 actia como factor transcripcional con la
capacidad de unirse a sitios promotores y en conjunto con coactivadores o corepresores de la

transcripciéon promueve o inhibe, seglin el caso, la expresion de genes blanco (figura 6) [28, 36 —

38].
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Figura 6. Participacion del factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) en el proceso de fibrogénesis.

El TGF- B promueve la formacién del complejo heterodimérico entre los receptores | y Il a TGF-f. La activacién del receptor tipo |
fosoforila las isoformas 2/3 de las SMADS, las cuales se separan de los receptores y translocan al nicleo unidas a la co-Smad 4. En el
nucleo el complejo Smad 2/3 — co-Smad 4 favorece la expresion de genes que contribuyen en la transdiferenciacion de las células
estelares hepaticas (HSC) y en el proceso de fibrogénesis.

Tomado y modificado de Muriel y Arauz, 2010 [38].

Ademas de las MMP’s, los TIMP’s y genes que participan en la sintesis de fibras de colagena, el
TGF-B controla la expresion del inhibidor de la activacién de plasminégeno tipo 1 (PAI-1, de sus
siglas en inglés) por medio de la via de las Smads o de las cinasas activadas por mitégenos (MAPK);
reforzando con ello el proceso de fibrogénesis, pues la activaciéon de plasmindégeno implica la
produccién de plasmina, la cual directa o indirectamente, a través de MMP’s, interviene en la
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degradacion de MEC (figura 7) [39, 40]. Aunado a ello, el TGF-f estimula a los hepatocitos para
convertirlos en la fuente principal del factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF) en el
higado, el cual parece jugar un papel importante como mediador rio abajo que amplifica la sefial

profibrogénica del TGF- (figura 8) [41].

Sumado a su participacién en el proceso de fibrogénesis, el TGF-B interviene en otros fenémenos
gue contribuyen a la pérdida de las funciones hepaticas durante la cirrosis. Por un lado, incrementa
su propia expresién y de receptores a PDGF en las HSC activadas, ademas de prolongar la
supervivencia de éstas al reducir el proceso de apoptosis, efecto opuesto al que ejerce en los
hepatocitos, en donde al inhibir la sintesis de acido desoxirribonucleico (DNA) contribuye a la

pérdida de masa la tisular y por ende, favorece la disminucidn del tamafio del higado [19, 28].

Plasminogen

Em —— uPA/tPA
v

Plasmin
—~ ECM

degradation

M

MMP activation

Figura 7. Papel del inhibidor de la activacion de plasminégeno tipo 1 (PAI-1) en la cascada de fibrolisis.

La activacion del plasmindgeno estimula la actividad de la plasmina y ésta a su vez, activa a las metaloproteinasas (MMP). Tanto la
plasmina como las MMP participan en el proceso de degradacién de la matriz extracelular. PAI-1: inhibidor de la activacion de
plasmindgeno tipo 1, ECM: matriz extracelular, uPA: activador de plasmindgeno tipo urocinasa, tPA: activador tisular de
plasmindgeno.

Tomado de Beier y Arteel, 2012 [40].

La seflal mediada por TGF-B puede frenarse a través de la activacion de un asa de
retroalimentacion negativa que involucra la expresién de una isoforma inhibitoria de la familia de
las SMADS, propiamente la Smad7 (figura 6). Esta isoforma se expresa después de que el complejo
Smad3-Smad4 transloca al nucleo y se une al promotor para Smad7; sin embargo, cabe senalar que

en el dafio crdnico, la sefal de TGF-3 deja de ser transitoria debido a la fosforilacion constitutiva de
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Smad2 y la paralela disminucion en los niveles de la expresion de Smad7, lo que mantiene la

capacidad fibrogénica de las HSC [37].

Otra de las moléculas que participa activamente en el proceso fibrogénico y consecuentemente en
el desarrollo de la cirrosis es el PDGF, al desempefiarse como el principal agente mitogénico de las

HSC [28].

Tanto el PDGF como sus receptores son sobreexpresados en tejidos fibrdticos y su actividad se
incrementa conforme progresa la fibrosis hepdtica. Este factor de crecimiento es liberado por las
KC y actua sobre los receptores tirosina cinasa (PDGFR o y B) localizados en la membrana de las
HSC. Tras la unién de PDGF a su receptor ocurre un cambio conformacional en el domino
extracelular de éste, promoviendo la dimerizacion de receptores y el acercamiento de los dominios
de cinasa citoplasmicos, favoreciendo con ello la transfosforilacién de tirosinas, las cuales se
convierten en sitios de union para el reclutamiento de las proteinas involucradas en la sefializacién
mitogénica de PDGF. Este factor de crecimiento puede ejercer su actividad rio abajo a través de
moléculas tales como la cinasa regulada por la sefial extracelular (ERK1/2), cinasa N-terminal de C-
Jun (JNK), la proteina cinasa p38 activada por mitdogeno (MAPK) y la proteina cinasa B (PKB)
también conocida como Akt [28, 42]. El resultado final tras la activacion de cualquiera de las vias
citadas es la proliferacion celular, caracteristica distintiva de las HSC activadas; de manera que
PDGF contribuye de manera indirecta en el aumento de la sintesis de colagena y la inhibicidén de Ia
degradacion de MEC. Al margen del hecho anterior, destaca el trabajo de Czochra y colaboradores
en 2006 y recientemente, en 2013, de Martin y su equipo de investigacion, quienes demostraron
gue el PDGF favorece la sobreexpresion de las MMP-2 y 9 y de TIMP-1, ademas de inhibir la accién

de colagenasas [28].
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TGF-B Type |

Smad3

Figura 8. Amplificacion de la sefial fibrogénica del factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) por accion del factor de
crecimiento de tejido conectivo (CTGF).
El factor TGF-} se une a sus receptores transmembranales localizados en los hepatocitos, promoviendo la sintesis de CTGF y su
secrecion desde estas células, reforzando de esta forma la produccién de coldgena y con ello, el desarrollo de la fibrosis.

Tomado y modificado de Muriel y Arauz, 2010 [38].

1.5. Modelos experimentales de dafio hepatico

1.5.1. Intoxicacion por xenobidticos

1.5.1.1.  Tetracloruro de carbono (CCls) y tioacetamida (TAA)

El CCls y la TAA son los principales compuestos quimicos utilizados para inducir dafio hepatico a
nivel experimental. Ambos xenobidticos sufren un proceso de bioactivacién por accion de enzimas
gue pertenecen al sistema de citocromos P450, principalmente la isoforma CYP2E1. Después de su
metabolismo se convierten en compuestos inestables y altamente reactivos conocidos como
radicales libres. De manera especifica, el triclorometilo (CCls’) y el triclorometilperoxilo (CCls00-),
derivados del CCls, o la tioacetamida-S,S-didéxido (TASO;), metabolito de la TAA, alteran Ia
integridad de los hepatocitos, induciendo necrosis y la generacién de ROS que modifican la funcion
normal del sistema antioxidante, produciendo asi un desbalance en el estado redox de la célula [43

—45].
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Asimismo, los radicales libres tienen la capacidad de atacar y destruir los dacidos grasos
poliinsaturados, principalmente los asociados a fosfolipidos, afectando con ello la permeabilidad
de la membrana citopldsmica, la mitocondrial y la del reticulo endoplasmico. La reaccién de
peroxidacién lipidica desencadenada por los metabolitos de la TAA y el CCls puede monitorizarse
en el laboratorio cuantificando los niveles de malondialdehido (MDA), el cual es uno de los
productos derivados del acortamiento de la cadena de los acidos grasos afectados (figura 9) [44 —

46].

En respuesta al estrés oxidativo al que son sometidas las células hepaticas, la actividad del sistema
antioxidante enddgeno se ve atenuada, pues la tasa de generacién de perdxidos lipidicos y ROS es
superior a la capacidad que dicho sistema tiene para inactivar a los radicales libres. El hecho
anterior se refleja en una disminucién en la concentracién de glutatién reducido (GSH), la actividad
de las enzimas glutation peroxidasa (GPx), la superéxido dismutasa (SOD) vy la catalasa (CAT), en

higado [45].

Ademas de las alteraciones moleculares inducidas por los xenobiéticos, la cirrosis experimental se
caracteriza por un incremento en los niveles de las citocinas proinflamatorias como la interleucina
1 (IL-1), la interleucina 6 (IL-6), la interleucina 8 (IL-8) y el TNF-o. (figura 9); la elevada deposicién
de proteinas de la MEC (coldgena) y la infiltracién de leucocitos. Otros cambios histopatoldgicos
incluyen la congestién de sinusoides, las alteraciones nucleares y la necrosis centrolobulillar [47 —

49].
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Figura 9. Efecto citotoxico del tetracloruro de carbono (CCly) y la tioacetamida (TAA).

Se describe brevemente el efecto que ejercen los xenobidticos sobre la integridad de los hepatocitos, la actividad de las células de
Kupffer y el papel de las células estelares en el establecimiento de la fibrosis y cirrosis hepética. En términos generales, hay un
incremento en la cantidad de especies reactivas de oxigeno (ROS), sintesis de colagena, peroxidacién lipidica, moléculas
relacionadas con el proceso de la inflamacidn, apoptosis y necrosis. Los niveles de glutation reducido (GSH) y energia util se ven
disminuidos, ademas de favorecerse la alteracion de biomoléculas como el acido desoxirribonucleico (DNA) y proteinas.

Tomado y madificado de Muriel, 2009 [47]

1.5.1.2.  D-galactosamina (DGal)

La D-galactosamina es un aminoazucar utilizado en el laboratorio para emular las caracteristicas
morfoldgicas y funcionales de la hepatitis viral humana [50]. Stachlewitz y colaboradores proponen
gue la hepatotoxicidad de esta molécula esta mediada por la activacién de KC y la produccién de

TNF-o, fendmenos que desencadenan la necrosis y apoptosis de los hepatocitos [51].

De acuerdo a los autores, la DGal activa directamente los mastocitos produciendo la liberacién de
histamina, la cual incrementa la permeabilidad intestinal. Posteriormente, las KC secretan TNF-a

después de ser activadas por los productos bacterianos que son secretados desde el intestino.
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Aunado a lo anterior, este aminoazucar provoca la disminucion en la reserva de nucleétidos de
uridina en los hepatocitos, inhibiendo, especificamente en estas células, la sintesis de acido
ribonucleico mensajero (mRNA) y en consecuencia de proteinas (figura 10). Asimismo, la DGal
promueve la dilatacién de los vasos sanguineos y el conducto biliar, la congestion del tracto
periportal tras el reclutamiento de leucocitos, linfocitos e histiocitos y una significativa disminucion

en el contenido de glucégeno [50 — 53].
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TNF- <= TNF-a
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Figura 10. Eventos celulares que desencadenan la hepatotoxicidad de la D-galactosamina.
De acuerdo al modelo, la D-galactosamina induce el dafio hepatico basicamente por dos fenédmenos: la activacién de las células de
Kupffer y la subsecuente activacion de TNF-o.. Ademas enfatiza el hecho de que la apoptosis precede a la necrosis de los
hepatocitos.

Tomado de Stachlewitz R. y cols, 1999 [51]

1.5.1.3. Lipopolisacarido (LPS)

El LPS es el principal componente de la membrana extracelular de las bacterias Gram negativas, y
se considera el factor principal que desencadena las reacciones tdxicas y el cuadro inflamatorio
generalizado que caracteriza a las infecciones bacterianas en seres humanos. Ademas de intervenir
en estos procesos y contribuir a la integridad de la membrana, el LPS es un elemento que influye
directamente en la viabilidad de los microorganismos, pues cepas bacterianas que carecen de la

capacidad para producir esta molécula son incapaces de desarrollarse [54].
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Quimicamente, el LPS esta constituido por una seccion hidrofébica denominada lipido A, un
nucleo hidrofilico (cadena de polisacaridos) y el antigeno O (una cadena lateral de oligosacaridos),
que es especifico del serotipo bacteriano. Esta endotoxina es utilizada para inducir dafio hepatico
por su capacidad para interactuar, a través de su componente estructural denominado lipido A, y
activar a las células endoteliales y a las KC; la estimulacién de estas ultimas se traduce en la
produccién de ROS, lipidos bioactivos, éxido nitrico (NO) y mediadores de la inflamacién como
TNF-o e interleucinas 1, 6, 8 y 10, citocinas que promueven la activacién del factor nuclear-kappa B
(NF-xB, por sus siglas en inglés) [54, 55]. El resultado de la accién del LPS sobre el tejido hepatico,
es el desarrollo de un cuadro patoldgicamente similar al desencadenado por TAA y CCls, pues la
generacién de ROS conduce eventualmente a la alteracion de la permeabilidad membranal, la
necrosis de hepatocitos y generacidn de cuerpos apoptéticos; estos ultimos refuerzan la activacion
de las KC, con lo cual se incrementa la secrecién de citocinas que estimulan las HSC (figura 5),

favoreciendo su transdiferenciacién a células similares a MF y consecuentemente a la fibrogénesis.

Finalmente, cabe resaltar que diversos estudios han demostrado que la combinacién de LPS con
DGal potencia el efecto hepatotdxico causado por ambas moléculas, de tal forma que los
resultados derivados de dicho modelo experimental presentan mayor similitud a lo que acontece
en el humano. De hecho, tomando en cuenta que los roedores son aproximadamente mil veces
menos sensibles que los humanos a los efectos del LPS, es recomendable sensibilizar a estas

especies con un pretratamiento con DGal [52, 56, 57].

1.5.2. Obstruccion biliar

La obstruccidn biliar se logra al ligar el conducto biliar comun en las ratas. Este modelo representa
una buena alternativa para estudiar los rasgos histopatoldgicos, bioquimicos y moleculares
distintivos de un cuadro colestatico, que se caracteriza por la inflamacién del conducto biliar, la
acumulacién de bilis en el parénquima hepatico con la consecuente liberacién de pigmentos
biliares hacia el torrente sanguineo y la paralela pigmentacién de tejidos (ictericia) y el desarrollo

de fibrosis periductal, que eventualmente desencadenara un estado cirrdtico [2, 44, 58].
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El espacio canalicular es uno de los principales blancos que se ven afectados tras la ligadura del
conducto biliar comun (LCBC), en consecuencia los niveles plasmaticos de fosfatasa alcalina (ALP;
en inglés) y y-GTP, enzimas localizadas en la membrana canalicular, se consideran marcadores
bioquimicos tempranos para estudiar las alteraciones propias de la colestasis, mientras que el nivel

de bilirrubina conjugada es un buen marcador para estados tardios [59].

Asimismo, la LCBC desencadena una reaccion inflamatoria aguda, particularmente en la regién
portal, colestasis extrahepatica, anastomosis bilioduodenal, fibrosis y finalmente cirrosis
descompensada caracterizada por la formacion de ascitis e hipertensidon portal, asociada con
esplenomegalia. El modelo de obstruccién biliar promueve, por una parte, la proliferaciéon de
colangiocitos y hepatocitos, asi como la infiltracién de neutrdfilos en torno al conducto biliar,
contribuyendo con ello en la inflamacién del drea portal y la invasidon de redes fibrdticas hacia el
parénquima hepdtico; mientras que en este Ultimo favorece la necrosis de hepatocitos y la

acumulacién de fibrina [44, 60].

Por ultimo, de acuerdo al trabajo de Muriel y Suarez publicado en 1994, es pertinente destacar
gue la peroxidacién lipidica parece ser mas bien una consecuencia y no una causa de la muerte
celular en el modelo de obstruccidn biliar; a pesar de que trabajos anteriores demostraron que la
coincubacion de acidos biliares con hepatocitos aislados de rata promovié la reaccidon de

peroxidacién lipidica con la paralela pérdida de la viabilidad celular [61].
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2. ANTECEDENTES

2.1. Radicales libres y estrés oxidativo

Los radicales libres son moléculas, &tomos o iones que poseen un electron desapareado, lo que los
convierte en sustancias altamente inestables y reactivas. Estos se generan de manera normal como
parte del metabolismo celular y aunque las principales especies derivan del oxigeno (ROS),
también existen radicales libres derivados del metabolismo del nitréogeno y azufre (especies

reactivas de nitrégeno RNS y RSS, respectivamente) [62].

Los radicales libres son estabilizados por el sistema antioxidante celular; sin embargo, cuando
ocurre un desequilibrio entre la produccién y la neutralizacion de las especies reactivas, la célula
entra en un estado patolégico conocido como estrés oxidativo. Las moléculas blanco de los
radicales libres son el DNA, el RNA, las proteinas, los azucares y los lipidos (figura 11) [47, 62, 63]. A
nivel del DNA, las especies reactivas generan cambios quimicos y estructurales entre los que
destacan: delecion de bases, cambio en el marco de lectura, modificacion de las bases
nitrogenadas, alteraciones cromosomales, rupturas en las cadenas de DNA y entrecruzamiento
entre DNA y proteinas. En cuanto a las afectaciones que sufren las proteinas, los radicales libres
inducen la modificacién oxidativa de aminoacidos especificos, rompimiento de péptidos y el

entrecruzamiento entre proteinas, consecuencia de las reacciones de peroxidacién lipidica [62].

El dafio glucooxidativo se caracteriza por la formacién de glucoaldehidos, cuya cadena es
demasiado corta para ciclarse, por lo cual se favorece su autooxidacién y la produccién de radicales
superoxido (O2) que contribuyen a la propagacion de la reaccién en cadena y la generacién de a y
B-dicarbonilos, productos altamente mutagénicos [62]. Por ultimo, los acidos grasos
poliinsaturados son mas susceptibles al ataque por radicales libres respecto a los acidos saturados
y monoinsaturados. Tras el ataque, la cadena lateral de los acidos grasos sufre un acortamiento
generando radicales peroxilo con capacidad de sustraer atomos de hidrégeno de las moléculas

circundantes, con lo cual se establece y propaga la reaccién de peroxidacion lipidica [47, 62].
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2.2. Antioxidantes

Los antioxidantes son moléculas que en concentraciones inferiores a las del sustrato biolégico
oxidable, tienen la capacidad de retardar o inhibir la oxidacion mediada por los radicales libres,
actuando directamente a nivel intracelular o bien, en la membrana celular (figura 11). Estas
moléculas se encuentran de manera natural en el organismo, por ejemplo el GSH y enzimas como
la CAT, la GPx, la SOD vy la coenzima Q; o se pueden obtener a través de la dieta, por ejemplo el

caroteno y las vitaminas Cy E [63].
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Figura 11. Accion de radicales libres.
Las moléculas inestables conocidas como radicales libres tienen como blancos principales moléculas de acido desoxirribonucleico
(DNA), proteinas y lipidos, alterando la integridad celular y por ende conducir a la muerte de la célula.

Tomado de http://genteconconciencia.es/blog/wp-content/uploads/2012/01/antioxidantes-radicales-libres1 [64].

2.2.1. Flavonoides

Los flavonoides, metabolitos secundarios de organismos vegetales, son un grupo de antioxidantes
constituido por mas de 4000 compuestos polifendlicos de bajo peso molecular. Todos ellos poseen
una estructura comun de fenilbenzopirona (figura 12) vy son clasificados, de acuerdo al nivel de
saturacion y las caracteristicas del anillo central de pirano, en cinco grupos principales: flavonas,
flavonoles, isoflavonas, flavanonas y flavanonoles [31, 65]. Debido a los grupos hidroxilo fendlicos y
otras caracteristicas quimicas comunes en su estructura, actan como agentes quelantes de hierro
y otros metales de transicidon, poseen la capacidad de atacar los radicales hidroxilo y superdxido

generados durante el dafio oxidativo caracteristico de padecimientos como la cardiopatia
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isquémica, la ateroesclerosis y el cancer, previenen la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad

y se les ha vinculado en procesos antiinflamatorios, antiprostanoides y antitrombaéticos [66].

Finalmente, diversos estudios demuestran que algunos flavonoides, por ejemplo, la catequina
[65], la silimarina [26], la naringenina [67], la hesperidina [68], el kaempferol y la quercetina [69]

actian como hepatoprotectores.

Figura 12. Estructura quimica fundamental de los flavonoides
El esqueleto de fenilbenzopirona esta formado por dos anillos de fenilo (A y B) ligados a través de un anillo pirano (C).

Tomado de Heim y cols., 2002 [65].

2.2.1.1. Quercetina (Q)

La Q, quimicamente 3,3",4’,5,7-pentahidroxiflavona (figura 13), destaca como uno de los
flavonoides mayormente distribuido en la dieta humana, y su consumo representa en promedio el
70% de la ingestion total por dia de este grupo de antioxidantes. Se encuentra principalmente en
frutas como la manzana y los ardndanos, vegetales como la cebolla, asi como en el té negro, el

vino tinto y jugos de diversos frutos [70, 71].
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Figura 13. Estructura quimica de la quercetina.
En el esquema, se identifica el nicleo basico de fenilbenzopirona, compartido por los flavonoides, el grupo O-catecol en el anillo B,
la insaturacién en las posiciones 2 y 3 y la funcién carbonilo (4-oxo) conjugada con los grupos hidroxilo en los carbonos 3 y 5.
Asimismo exhibe los sitios de unién para la quelacidon de metales que intervienen en los procesos oxidativos.

Tomado de Fiorucci y cols., 2007 [72].
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La Q reune dos de las caracteristicas quimicas que definen el potencial antioxidante de los

flavonoides.

e Presencia de grupos hidroxilo: la configuracién de los grupos hidroxilo en el anillo B de la Q
(figura 13) es el principal determinante de la capacidad de esta molécula para estabilizar
las ROS y RNS, al donar un atomo de hidrégeno y un electrén a grupos hidroxilo, peroxilo y
peroxinitrito. Asimismo, la estructura 3°4’- catecol contribuye de manera importante en la

inhibicién la peroxidacion lipidica [65].

El potencial antioxidante de los flavonoides es altamente dependiente de la presencia de un grupo
hidroxilo en el carbono 3 del anillo de pirano. De hecho, los compuestos que conjuntan esta
caracteristica con la presencia del 3°4’- catecol han demostrado mayor potencia para frenar la
reactividad de los peroxinitritos. Adicionalmente, los flavonoles con el grupo 3-OH son planares,
geometria que permite la conjugacidon y deslocalizacidon electrénica, contribuyendo con la

capacidad antioxidante de la Q [65].

e Insaturacion en la posicién 2-3 y funcidén 4-oxo: Ratty y Das, en 1988, demostraron que la
formacidn de sulfato ferroso inducida por MDA es mas sensible a la inhibicidon por accion de
la Q respecto a la taxifolina (figura 14). Los autores atribuyen este potencial a la presencia
tanto de la funcién 4-oxo como del doble enlace entre los carbonos 2 y 3 del anillo C,
insaturacion ausente en la taxifolina [65].
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Figura 14. Estructura quimica de la taxifolina.
Contrario a la quercetina, la taxifolina carece del doble enlace en las posiciones 2 y 3 del anillo de pirano (anillo C), siendo ésta la
Unica diferencia entre ambas moléculas.

Tomado de http://spanish.alibaba.com/product-free/taxifolin-antioxidant-104980791.html [73].
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Por ultimo, cabe sefialar que la conjugacion entre los anillos A y B (figura 13) permite un efecto de

resonancia del nlcleo aromatico, estabilizando al radical flavonoide que deriva de la reaccién entre

el antioxidante y el radical libre generado durante las reacciones de oxidacién [65].

2.2.1.1.1. Farmacocinéticadela Q

Los estudios en modelos animales y humanos han demostrado que la Q es altamente

biotransformada tanto a nivel intestinal como por efecto del primer paso, siendo los derivados

metilados, glucoronidados y sulfatados, los principales compuestos encontrados en el plasma.

Alternativamente, la Q puede ser degradada a diferentes acidos fendlicos, como el acido 3,4-

dihidroxifenil acético y a didxido de carbono (CO2) por accién de la microbiota del colén (figura 15).

Las reacciones de biotransformacion referidas y la afinidad de la Q a la albimina disminuyen

considerablemente la biodisponibilidad de este compuesto [70].
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Figura 15. Farmacocinética de la quercetina (Q).

En el esquema se describen, en forma general, los procesos de absorcion, distribucién, metabolismo y excrecion después de la

ingestion oral de Q.

Tomado de Harwood y cols., 2007 [70].
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Se sabe que los posibles efectos farmacoldgicos y/o toxicos que ejerce una molécula dependen, al
menos en parte, de su distribucién en el organismo. Diversos autores han reportado que la Q se
concentra principalmente en el pulmaén, el rifidn, el higado, el corazén y los testiculos. Estudios con
ratas revelaron que después de la administracién oral de Q, ésta se excretd principalmente por tres
vias: 45% en heces fecales, 35% como CO; y un 10% como conjugados glucoronidados o sulfatos en

orina (figura 15) [70].

2.2.1.1.2. La Q como hepatoprotector

En décadas recientes ha incrementado el interés por conocer los efectos benéficos que los
antioxidantes ejercen sobre la salud. Particularmente, la Q muestra actividad como carcinostatico,
antiviral, cardioprotector, antiinflamatorio, inhibidor de la agregacién plaquetaria, la angiogénesis
y la actividad de enzimas como la proteina cinasa C (PKC) y la enzima convertidora de angiotensina

(ACE) [31, 74].

Ademas, distintos grupos de investigacidn han reportado el efecto hepatoprotector de la Q en
modelos de dafio con CCls y TAA. Por ejemplo, Pavanato y colaboradores publicaron que la
administracién intraperitoneal (i.p.) de 150 umol de Q/kg de peso/ dia durante tres semanas, es
capaz de reducir el incremento en los niveles séricos de alanina y aspartato aminotransferasas (ALT
y AST, respectivamente) y bilirrubina, asi como la cantidad de especies reactivas al acido
tiobarbiturico (TBARS) causado por la administracién crénica durante 14 semanas de CCla. Paralelo
a ello, el mismo grupo de trabajo publicéd que la actividad de enzimas antioxidantes como SOD, GPx
y CAT, alcanzan una recuperacion significativa respecto a los grupos de dafio con CCls que no

recibieron Q, aunque aun distan de los valores basales (figura 16) [75, 76].
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Table2  Effects of CCly and quercetin (Q) on serum enzyme activ- Table 3 Effects of CCly and quercetin (Q) on lipid peroxidation

ities, total and conjugated bilirubin, and factor V and on antioxidant enzyme activities in liver tissue
Group (}mup _ _
Parameter Control CCly CCly +Q Parmee M i i Bk
ard 4
TBARS 24.58 + 1.69 48.67 + 4.20° 31.43 x 3.28%"

ALT (IUL) 1542 415+ 101° 101 + 28+ (nmol/mg)
AST (IULL) 62 + 4 552 4 1419 103 + 8P GSH (umol/g) 4.86 + 0.07 4.40 + 0.06° 4.48 + 0.13*"

S e X s £ SOD (U/g) 1564 = 1.18 5.79 % 0.52¢ 9.87 = 0914
otal bilirub 042 £ 002 055 £ 008 034+ 005 s
Torl biivubin = 7 e CAT (pmol /g) 829 % 0.39 276 + 045 4.88 % 0.26%
(mg/dl) GPx 041 £0.02 013 £ 0.01° 020 £ 0.01
Conjugated 0.0 £ 002 0.18 £ 0.042 010 + 0,020 (pmol/min - g)
|)i]i|'uhi”(|ng/(l|| GST 0.60 = 0.03 025 £ 0.02° 038 £ 0.02¢"
FcorVIUL) 49408 25404 55409 (jenclfmin - )
oo,V T Note. Values are the mean =+ SE for six rats.
Note. Values are the mean £ SE for six rats. 9P < 0.05, significantly different from control.
4P < 0,03, significantly different from control. "P < 0.05, significantly different from CCly.
bp - (5. significantly different from CCly, ‘P < 0.001, significantly different from control.

Figura 16. Efecto hepatoprotector de la administracion de quercetina (Q).
La Q mostrd capacidad para reducir el aumento en los niveles séricos de alanina y aspartato aminotransferasa (ALT y AST,
respectivamente) y bilirrubina conjugada, asi como la cantidad de especies reactivas a acido tiobarbiturico (TBARS) en higado de
ratas tratadas crénicamente con CCl,.

Tomado de Pavanato y cols., 2007 [75].

Por otra parte, con el propdsito de determinar los cambios moleculares promovidos por la Q, que
pudieran contribuir con su efecto terapéutico, Domitrovic y su equipo de trabajo cuantificaron la
cantidad del NF-xB, el TNF-a y la isoforma inducible de la sintasa de dxido nitrico (iNOS). En el
estudio, la administracién de CCls a ratones macho, incrementé los niveles de expresién de las tres
proteinas, lo cual es asociado con el proceso inflamatorio (mediado por TNF-a) y el desarrollo de
necrosis hepatica causada por la nitracién de proteinas en residuos de tirosina y la produccién de
peroxinitritos a partir de la reaccidn entre el 6xido nitrico y el radical superdxido. La administracién
intraperitoneal de Q (50 mg/kg peso) durante cinco dias, previno el aumento en la cantidad de NF-
kB (figura 17), TNF-a. e iNOS, provocado por el CCls. La reduccion en los niveles de expresion de
iNOS fue similar a lo reportado por Pavanato y colaboradores, quienes trataron ratas macho con Q

[76, 77].
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Figura 17. Efecto de la quercetina (Q) en los niveles del factor nuclear kappa B (NF-kB).
La Q previene el aumento en los niveles del NF-kB que causa la administracion de una dosis de CCl,. R: rutina.

Tomado de Domitrovic y cols, 2012 [77].

En cuanto a los modelos experimentales de dafio hepatico inducido por la administracidon aguda
de TAA, es pertinente destacar el trabajo publicado por De David y colaboradores. Con su
investigacion, los autores pudieron demostrar que la Q es capaz de revertir los cambios en los
niveles de Bax y Bcl-2, proteinas pro y antiapoptéticas, respectivamente, causados por dos dosis
i.p. de 350 mg/kg de TAA. De acuerdo a la investigacidn, el tratamiento con este flavonoide reduce
significativamente el indice Bax/Bcl-2, lo que inhibe las caracteristicas apoptoéticas de la patologia,

a través de una reduccion en la generacién de ROS (figura 18) [48].

Control Q TAA TAA+Q

1 ] 1 1
Bax o ey DR e r

BCI-2 s s e e o s s 06 kDa
[B-ACHN e o o o ——— - w40 kDa

34

IN)
N
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control Q TAA TAA+Q

Figura 18. Efecto antiapoptoético de la quercetina (Q).
La Q es capaz de revertir el efecto pro-apoptético inducido por la TAA, manteniendo la relacidn entre las proteinas Bax (pro-
apoptdtica) y Bcl-2 (antiapoptotica).
Tomado de De David y cols., 2011 [48].
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Por ultimo, con el trabajo de Kerber y su equipo de investigacion se demostré que la
administracién i.p. de 50 mg de Q/kg de peso durante 14 dias, es capaz de prevenir el incremento
en los niveles de TBARS, la ALP y las aminotransferasas, causado por la LCBC de ratas Wistar

macho; asimismo, ayuda a recuperar la actividad de las enzimas GPx, SOD y CAT, y evita la fibrosis y

necrosis hepatica [78].
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3. JUSTIFICACION

De acuerdo a la Direccion General de Informacion en Salud, dependencia de la Secretaria de
Salud, la cirrosis hepdtica es la sexta causa de mortalidad en México, cobrando cerca de 30 mil
fallecimientos anuales. Por otra parte, el especialista David Kershenobich, investigador de la
Unidad de Medicina Experimental del Hospital General de México dio a conocer que la cirrosis se
ubica entre las primeras causas de hospitalizacion en las instituciones médicas y agregd que el 70%
de los pacientes con cirrosis padece alguno de los cuatro grados de encefalopatia hepatica (uno de
los sintomas que caracteriza la cirrosis descompensada) y 30% de ellos fallece por esta

complicacién [79, 80].

Pese el impacto en la salud publica derivado de esta patologia, hasta hoy no existe una terapia
efectiva que permita revertir los cambios anatdmicos y fisiolégicos caracteristicos de la cirrosis, por
lo cual es importante que las areas de investigacion afines unan esfuerzos para explorar, en
principio, el potencial de sustancias de origen natural y/o sintético para prevenir y/o revertir el
curso normal de esta enfermedad, y en segundo lugar, permita establecer el mecanismo

molecular de la accion de dichos xenobidticos.

Considerando la necesidad de desarrollar una estrategia farmacoldgica efectiva para el
tratamiento de la cirrosis y el potencial de la Q como hepatoprotector, demostrado en los estudios
cientificos citados en el aparatado anterior, el objetivo central de la presente investigacidén fue
evaluar si la administracion de Q es capaz de prevenir y/o revertir la cirrosis hepatica causada por

la administracion aguda o crénica de CCla.
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4.

4.1.

OBIJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el potencial de la Q para prevenir y/o revertir el dafio hepatico causado por la

administracién aguda o crénica de CCla.

4.2.

Objetivos particulares

Determinar la capacidad de la Q para prevenir y/o revertir la necrosis y colestasis inducidas

por la administracion de CCla.
Evaluar cudl es el potencial del flavonoide para preservar y restablecer tanto el sistema
antioxidante como la funcion del higado, cuantificando los niveles de glutation reducido y

glucdégeno.

Estudiar el efecto del antioxidante sobre los cambios histolégicos causados en los

hepatocitos de ratas expuestas a CCla.

Determinar el papel de la Q como posible agente fibrolitico cuantificando los niveles de

colagena en higado de ratas tratadas crénicamente con el hepatotoéxico.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Reactivos

La Q (numero de catdlogo Q4951-100G), el CCls (nimero de catalogo 1512), petrolato (nimero de
catdlogo A1015) y la carboximetilcelulosa (CMC, nimero de catalogo 5895-1000) se adquirieron de

Sigma Aldrich, J.T Baker México, High Purity México DF y Quimica Meyer, respectivamente.

5.2. Modelo de dafio y tratamiento de los animales

Ratas Wistar macho de la Unidad de Produccién y Experimentacién de Animales de Laboratorio
(UPEAL) del CINVESTAV-IPN, fueron alimentadas con una dieta rat chow y libre acceso a agua y se
mantuvieron en cajas de policarbonato bajo condiciones controladas de temperatura (22 + 2 °C),

humedad relativa (50 — 60%) y ciclos de 12 h luz — obscuridad.

Modelo de dafio agudo: para evaluar la capacidad de la Q para prevenir el dafo hepatico causado
por una dosis elevada de CClgs, ratas con un peso inicial de 220 — 250 g se dividieron aleatoriamente

en seis grupos y se trataron de acuerdo al disefio experimental mostrado en la tabla 1.

Modelo de dafio cronico: para evaluar la capacidad de la Q para revertir el dafio hepdtico causado
por la administracidn crénica de CCls, ratas con un peso inicial de 100 - 110 g se dividieron
aleatoriamente en 7 grupos y se trataron de acuerdo al disefio experimental mostrado en la tabla

2.
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Tabla 1. Modelo de dafio agudo de CCls.

Grupo Periodo Dosis Via
administracién
Control 1 dia Dieta rat chow y v.0.
(animales sanos) libre acceso a agua
Control farmaco (Q) 7 dias 50 mg Q/kg peso i.p.
Control vehiculo Q 7 dias 1 mLCMC i.p.
Control vehiculo CCl4 1 dia 1 mL petrolato V.0.
Dafiio (CCla) 1dia 4 g CCls /kg peso V.0.
Tratamiento Q: 7 dias. Dia 7: 2 dosis, 1 ¢/ 12 h 50 mg Q/kg peso Q:i.p.
(Q + CCla) CCls: 1 dosis en el dia 7 4 g CCla /kg peso CCla: v.o.
Tabla 2. Modelo de dafio crénico de CCla.
Grupo Periodo Dosis Via
administracidn
Control 12 semanas Dieta rat chowy V.0.
(animales sanos) (sem) libre acceso a agua
Control farmaco (Q) 4 sem 50 mg Q/kg peso/dia v.0.
Control vehiculo Q 4 sem 1 mL CMC/dia V.0.
Control vehiculo CCl,4 8 sem 1 mL petrolato, 3 veces/sem i.p.
Dafio (CClas) 8 sem 400 mg CClas/kg peso, 3 veces/sem i.p.
Tratamiento 12 sem 400 mg CCls/kg peso, 3 veces/sem/8 sem CCla: i.p.
(CCla+ Q) 50 mg Q/kg peso/dia/4 sem, Q: v.o.
contadas a partir de la semana 9.
Reversion 12 sem 400 mg CCls/kg peso, 3 veces/sem/8 sem CCla i.p.
1 mL petrolato/dia/4 sem, Vehiculo v.o.

espontdnea (CCls + V)

contadas a partir de la semana 9.
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Después de 24 (dafio agudo) 6 72 h (dafio crdnico) de concluir con el periodo de administracion
(tablas 1y 2) las ratas fueron anestesiadas con una disolucién de ketamina - xilacina en proporcién
3:1 para extraer la sangre mediante puncion cardiaca. Las muestras sanguineas se centrifugaron a
3 mil revoluciones por minuto (rpm) durante 15 minutos utilizando la centrifuga Beckman modelo
TJ-6. El plasma obtenido se empled para medir la actividad enzimdatica de ALP por el método de
Berger y Rudolph (1963), y-GTP de acuerdo a la técnica de Glossmann y Nevilie (1972), y ALT segun
el método de Reitman y Frankel (1957).

Ademas, muestras de higado se emplearon para cuantificar la cantidad de glucégeno de acuerdo a
la técnica de Seifter y colaboradores (1950), los niveles de GSH mediante el método colorimétrico
empleado previamente por Hernandez (2013) y la cantidad de coldgena (en el modelo de dafio

crénico) siguiendo la técnica de Prockop y Udenfriend (1960).

Por otra parte, se realizaron cortes de higado y se fijaron en formol al 10% para evaluar los
cambios histolégicos mediante las tinciones de hematoxilina y eosina (H&E) y tricromica de

Masson (para dafio crénico).

5.3. Determinaciones Bioquimicas

5.3.1. Fosfatasa alcalina (ALP)

Fundamento: la ALP es una enzima que cataliza, a un pH dptimo de 9 - 10, la hidrdlisis del enlace
éster fosforico entre un grupo fosfato y un radical organico. Se encuentra en hueso, higado, rifién e
intestinos; siendo las isoformas del higado y hueso (LALP y BALP, respectivamente) las que

predominan [81 — 83].

En el higado, la ALP se localiza en el canaliculo hepatico y la membrana sinusoidal, de manera que
el incremento en los niveles séricos de esta enzima deriva principalmente de patologias asociadas

a la obstruccidon del conducto biliar, aunque no permite discriminar entre colestasis intra o
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extrahepatica; ademas la actividad de ALP es empleada como indicador de tumores hepaticos. Sin
embargo, debido a su distribucién en el organismo y tomando en cuenta que su actividad varia de
acuerdo a la edad, la cuantificacion de los niveles séricos de esta enzima resulta ser un marcador

poco especifico para el diagndstico certero de una hepatopatia [81].

En el laboratorio, la actividad enzimatica de ALP en plasma se puede determinar utilizando p-
nitrofenilfosfato como sustrato. El grupo fosfato es escindido de la molécula organica generando el
producto colorido p-nitrofenol (figura 19), que en disolucién alcalina absorbe energia a una

longitud de onda de 405 nm [82].

1§
H0_|P_OH Fosfatasa 0
0 alcalina Il o
& I
+ H0 + HO—P—OH + H
+ A OH
- /N\\ -7 N\ :
@] 0 O 0
p-nitrofenil-fosfato p-nitrofenol

Figura 19. Reaccion de fosfatasa alcalina (ALP) en presencia de p-nitrofenil-fosfato.
El grupo fosfato del sustrato es escindido por la accion de la enzima fosfatasa alcalina, liberdndose p-nitrofenol como producto de
la reaccién.

Tomado de Bdrcena y cols. [82]

Procedimiento: la determinacién se realizd por duplicado utilizando un blanco de reactivos y

siguiendo el protocolo a continuacién descrito.

A cada tubo se le adicionaron 0.25 mL de buffer de glicina 0.1 M - MgCl, 1 mM (pH 10.5) y 0.25 ml
del sustrato p-nitrofenilfosfato. Posteriormente, los tubos se colocaron en bano mariaa 37 °C por 5
minutos, transcurrido el periodo de preincubacién se afiadieron 50 uL de la muestra de plasmay se
mezclaron suavemente. En el caso del blanco los 50 pL de muestra se sustituyeron por agua

destilada.
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Los tubos se incubaron por 30 minutos a 37 °C y concluido este periodo la reaccion de detuvo
afiadiendo 5 mL de NaOH 0.02 N y agitando por inversion. Después de homogeneizar los tubos de

reaccion, la absorbancia se leyd a 410 nm en el espectrofotémetro Shimadzu modelo UV-1201.

Para conocer el valor de la actividad enzimatica y reportarla en umol de producto por volumen por
tiempo de reaccidon (umol/Lmin), los valores de absorbancia fueron interpolados utilizando una

curva de calibracién que se preparé como se indica en el apéndice 8.1.

5.3.2. Gamma-glutamil transpeptidasa (y-GTP)

Fundamento: la y-GTP, al igual que la ALP, se distribuye ampliamente en el cuerpo, destacando su
presencia en el tracto biliar, el pancreas, las vesiculas seminales y el cerebro; se encuentra unida a
la membrana y del 80 —90% de la actividad reportada para y-GTP es encontrada en el tracto biliar.
Su funcidn, consiste esencialmente en la transferencia del grupo y-glutamil del glutation a diversos

a-aminodcidos [81, 84].

El incremento en los niveles séricos de y-GTP es asociado a patologias como la obstruccion biliar,
la pancreatitis, el hipertiroidismo y la artritis reumatoide, disminuyendo con ello la especificidad
como marcador bioquimico en el diagndstico de hepatopatias. En cuadros colestaticos, esta
enzima tiende a formar un complejo con la lipoproteina-X (LP-X), lo que explica la disminucién en

los valores de esta proteina [81].

La técnica para cuantificar la actividad de y-GTP se basa en la produccion de p-nitroanilina a partir
del sustrato y-glutamil-p-nitroanilida. La reaccién en medio alcalino (pH aproximado de 8.2) y en
presencia de iones Mg?* es catalizada por la enzima y-GTP, la cual favorece la transferencia del
grupo y-1-glutamil del sustrato al aceptor glicil-glicina (figura 20). El producto de la reaccién es un
compuesto colorido (p-nitroanilina) cuya absorbancia puede medirse por espectrofotometria a

una longitud de onda de 410 nm [84].

40



NH;

H N T-GTP
NH é + ¥ -1-glutamilglicil-glicina
2+ _
3 .0 Mg /pH=8.2 s
¥ 0" Yo
Sustrato Croméforo
{7 - glutamil-p-nitroanilida) (p-nitroanilina)

Figura 20. Generacion del croméforo p-nitroanilina tras la actividad de la gamma-glutamil transpeptidasa (y-GTP) sobre el
sustrato y-glutamil-p-nitroanilida.
La y-GTP cataliza la transferencia del y-1-glutamil desde el sustrato hacia el receptor glicil-glicina, generando un compuesto

cromoforo cuya longitud de onda de maxima absorbancia corresponde a 410 nm.

Procedimiento: la determinacién se realizé por duplicado utilizando ademds un blanco de
reactivos. En cada tubo se adicionaron 400 uL de Tris-HClI 200 mM (pH 8.2), 100 uL de MgCl, 200
mM, 100pL de glicil-glicina 40 mM (pH 8.2) y 200 pL del sustrato y-glutamil-p-nitroanilida 10 mM.

Los tubos se mezclaron suavemente y fueron preincubados por 10 minutos a 37 °C.

Después del periodo de incubacion se agregaron 200 pL de plasma (o de agua destilada en el caso
del blanco) y se permitié el desarrollo de la reaccién durante 30 minutos a 37 °C. La reaccién se
detuvo agregando 2 mL de acido acético 1.5 M y agitando vigorosamente con vdrtex hasta obtener
una disolucion translucida. Finalmente, la absorbancia se leyd a 410 nm vy la actividad enzimatica se

cuantificé mediante la curva estandar construida segun el apéndice 8.2.

5.3.3. Alanina aminotransferasa (ALT)

La ALT es una enzima que se localiza en el citoplasma de los hepatocitos, por lo que la

determinacion de esta enzima es un pardmetro que permite diagnosticar un aumento en la

permeabilidad de la membrana, que puede o no significar necrosis hepatocelular [81].
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La actividad en suero de ALT puede incrementarse hasta 1000 veces respecto a los valores
normales, en enfermedades metabdlicas agudas, por ejemplo, intolerancia hereditaria a la
fructosa; mientras que en patologias como la hepatitis fulminante aguda (causada por infeccidn

viral o la enfermedad de Wilson), la elevacién es minima [81].

A pesar de encontrarse en células del corazdn, eritrocitos, tejido muscular, pancreas y rifién, el
mayor porcentaje de actividad enzimatica se reporta en el higado, convirtiéndola en un indicador

especifico de dafio hepatocelular [81, 85].

El método colorimétrico aplicado en la presente investigacion fue desarrollado por Tonhazy,
White y Umbreit, y Reitman y Frankel lo adaptaron en 1957 a la prueba en plasma. La
determinacién estd basada en la transferencia del grupo amino de la alanina al aceptor 2-
oxoglutarato, también conocido como o-cetoglutarato o 2-oxopentanodiato. Después de la
reaccion se generan L-glutamato y piruvato, que en presencia de 2,4 dinitrofenilhidracina (2,4
DNPH) forman el derivado colorido 2,4 dinitrofenilhidrazona (figura 21). La cantidad de 2,4
dinitrofenilhidrazona es proporcional a la actividad de ALT y puede cuantificarse a 505 nm en un

espectrofotdmetro de luz visible [86].

N02 2,4 DNHP
Piruvato N02 NH_NH2 N02
R R1
FO - FN-HN NH=NH>»
R2 R2
2,4 dinitrofenilhidrazona
R 1= COOH [derivado de 2,4 DNHP y Piruvato)

Ry = CH,

Figura 21. Fundamento de la reaccion colorimétrica para determinar la actividad de la enzima alanina aminotransferasa (ALT).
El piruvato, formado tras la desaminacion de alanina, reacciona con la 2,4 dinitrofenilhidracina (2,4 DNHP) para generar el
compuesto colorido 2,4 dinitrofenilhidrazona, cuya concentracidn es proporcional a la actividad plasmatica de la ALT.

Tomado y modificado de http://www2.uca.es/grup-invest/corrosion/integrado/P15.pdf [87]
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Procedimiento: la determinacion se realiz6 por duplicado utilizando el plasma sanguineo como
muestra y preparando un blanco de reactivos para cada una de las muestras segun lo indica la
tabla 3.

Tabla 3. Determinacion de ALT.

Reactivos Tubo blanco (pL) Tubo problema (pL)
Sustrato 250 250
Plasma --- 50

Los tubos se mezclaron por agitacion suave y se incubaron en el bano maria a 37 °C

durante 60 minutos

Reactivo cromdgeno 250 250

Plasma 50

Los tubos se mezclaron por agitacién suave y se incubaron en el bafio maria a 37 °C

durante 15 minutos

Concluidos los 15 minutos del segundo periodo de incubacién, la reaccidn se detuvo adicionando
2.5 mL de hidréxido de sodio 0.4 N. La mezcla se agité vigorosamente utilizando un vértex y las

absorbancias se leyeron en el espectrofotdémetro a una longitud de 515 nm.

La actividad enzimatica se calculé a partir de la concentracién de producto, la cual se obtuvo con

la curva de calibracidn descrita en el apéndice 8.3.

5.3.4. Glutation reducido (GSH)

Fundamento: quimicamente el glutation es un tripéptido del acido glutamico, la cisteina y la
glicina (Glu-Cys-Gly), es considerado el compuesto de bajo peso molecular con grupo sulfhidrilo
mas importante en las células animal y vegetal, y en estado reducido (GSH) se conoce como N-(N-L-
gamma-glutamil-L-cisteinil) glicina. Su sintesis depende de la actividad de la enzima gamma
glutamil cisteinil sintasa (y-GCS) y la captacion de cada 6rgano o tejido es dependiente de la

actividad de la enzima y-GTP [88].
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El corazén, el rifién, los pulmones y el higado son los principales érganos encargados de la
homeostasis del GSH. Particularmente, en el higado, su concentracién oscila entre 5 -7 mM, y en
la excrecion biliar alcanza una concentracién de hasta 10 mM. En las células, el GSH se localiza
principalmente en la mitocondria, el reticulo endoplasmico y el nucleo, siendo en este organelo en

donde incrementa su concentracion durante la apoptosis [88].

El GSH interviene en algunos procesos de desintoxicacién, controla la permeabilidad de la
membrana y el transporte de aminoacidos, actla como coenzima y participa en los procesos de
sintesis proteica, de DNA y RNA. De manera importante, el GSH mantiene el estado redox celular,
interviniendo activamente en la defensa frente al estrés oxidativo; de hecho, es considerado el
principal antioxidante enddgeno de la célula. En su estado reducido, el grupo tiol de la cisteina
tiene la capacidad de donar un equivalente de reduccién a moléculas inestables como los radicales
libres; ademas, favorece la regeneracion de la enzima GPx (figura 22), permitiéndole a ésta

continuar su accion sobre la descomposicion del peréxido de hidrégeno (H202) en agua (H.0) [88].
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Figura 22. Papel del glutation reducido (GSH) en la regeneracion de la actividad de la glutation peroxidasa (GPx).
Al donar un equivalente de reduccidn, el GSH se convierte a su forma oxidada (GSSG), permitiendo con ello restablecer la actividad
de GPx en la descomposicion del perdxido de hidrégeno.

Tomado de Muriel, 2009 [47].

La técnica para determinar el GSH en higado se basa en la reaccién entre el grupo sulfhidrilo de la

cisteina del glutatiéon y el acido 5,5 -ditiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB) del reactivo de Ellman.
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Posterior a la reaccidon se obtiene como producto el acido 5-tio-2-dinitrobenzoico, compuesto

colorido que se lee en un espectrofotdmetro a una longitud de onda de 412 nm [89].

Procedimiento: para conocer la cantidad de GSH hepdtico, las muestras de higado se
homogeneizaron en una disolucién precipitante de EDTA 5 mMm, en cuya preparacion se utilizé

acido tricloroacético (TCA) al 5% como disolvente.

Se homogeneizaron 0.3 g de higado con 1.2 mL de disolucién precipitante, el homogeneizado
obtenido se centrifugd a 12 000 rpm por 20 minutos en la centrifuga Beckman J2-21 y se agregaron
100 pL del sobrenadante a un tubo que contenia 2.1 mL de disolucidn acuosa de fosfatos (Na2HPO4
0.3 M). Finalmente, se adicionaron 250 mL del reactivo de Ellman, los tubos se agitaron y la

absorbancia se leyd a 412 nm en el espectrofotémetro.

La determinacién se llevd a cabo por duplicado y se incluyd un blanco de reactivos en el que los
100 pL de sobrenadante derivado de la muestra, se sustituyeron por 100 pL de agua destilada.
Para conocer la cantidad de GSH se elabord una curva de calibracidon (apéndice 8.4) para interpolar

los valores de absorbancia obtenidos de las muestras problema.

5.3.5. Glucégeno

Fundamento: el glucégeno es la forma principal que emplea el organismo para almacenar la
glucosa, quimicamente es un polimero formado por moléculas del monosacarido unidas a través

de enlaces a-1,4 y a.-1,6 glucosidicos [90].

Los principales almacenes de glucégeno son el higado y el musculo esquelético; sin embargo, este
ultimo carece de la enzima glucosa-6-fosfatasa, por lo cual el higado se convierte en la Unica fuente
de glucosa para el resto de los tejidos. Tanto la sintesis como la degradacién del glucégeno ocurren
en torno al reticulo endoplasmico liso (SER, en inglés) de los hepatocitos y son procesos

dependientes de los niveles sanguineos de glucosa y de la respuesta hormonal ante estos [13, 90].
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Cuando la concentracion de glucosa en sangre disminuye, las células o del pancreas secretan la
hormona glucagdn, este péptido se une a sus receptores en los hepatocitos y desencadena la
activacion de la enzima glucégeno fosforilasa, la cual promueve la glucogendlisis, generando como
producto de la reaccion unidades de glucosa-6-fosfato, finalmente, la enzima glucosa-6-fosfatasa
promueve la hidrélisis del grupo fosfato y la glucosa puede ser exportada a la circulacién sistémica
para transportarse a los tejidos que la requieran. Por el contrario, cuando los niveles de glucosa
incrementan, las células [ de los islotes de Langerhans del pancreas liberan insulina, hormona que
induce la desfosforilacidon de la enzima glucdgeno sintetasa, activandola y favoreciendo con ello la

sintesis de glucdgeno [6, 90].

Cuando el higado es afectado por un agente etioldgico, los niveles de glucégeno se ven
disminuidos, lo que refleja una pérdida de las funciones metabdlicas propias del érgano. La
concentraciéon de glucégeno en muestras de higado se puede conocer aplicando el método
propuesto por Seifter y colaboradores. De acuerdo a la técnica citada, las muestras de tejido
hepatico previamente hidrolizadas en medio alcalino, se hacen reaccionar con una disolucién 4cida
de antrona. El acido sulfurico provoca la deshidratacién de los azlcares que se generaron durante
la hidrélisis, convirtiéndolos en sus derivados tipo furfural; los furfurales condensan con la antrona
produciendo un compuesto colorido que puede leerse en el espectrofotémetro a una longitud de

620 nm (figura 23) [91].
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Figura 23. Reaccion de condensacion entre el furfural y la antrona.
El furfural, derivado de la deshidratacion de los azucares producidos después de la hidrdlisis del glucdgeno, condensa con la antrona
para generar un compuesto de color verde — azul, cuya absorbancia puede ser leida a 620 nm.

Tomado y modificado de http://intranet.tdmu.edu.ua/data/kafedra/internal/pharma_2/lectures_stud/ [92].
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Procedimiento: en tubos de vidrio de tapon esmerilado se colocaron 0.5 g de higado y 1.5 mL de
KOH al 30% se. Los tubos se taparon y se colocaron a ebullicidn en bafio maria por 30 minutos.
Transcurrido el periodo de incubacién, los tubos se enfriaron y el hidrolizado se transfirid
cuantitativamente a un matraz volumétrico de 25 mL en donde se aforaron con agua destilada
para finalmente agitarlos vigorosamente utilizando un vortex. Se tomaron de 40 a 160 pL,
dependiendo del tratamiento, de la mezcla anterior y se llevaron a 1 mL con agua destilada en

tubos de vidrio esmerilados; este proceso se realizé por duplicado.

Ademas de los tubos problema se prepararon un blanco de reactivos con 1 mL de agua destilada y
2 estandares de glucosa, adicionando 980 uL de agua destilada y 20 yuL de una disolucién de

glucosa de concentracion 1 mg/mL.

A cada uno de los tubos se les afadieron 2 mL de disolucién 0.2% de antrona en H3SOa
concentrado, los tubos se agitaron suavemente y se enfriaron. Después del enfriamiento, se
calentaron en bafio maria por 15 minutos. Finalmente, se dejaron enfriar y las absorbancias se

leyeron en el espectrofotdmetro a una longitud de onda de 620 nm.

Los microgramos de glucégeno contenidos en las alicuotas se calcularon utilizando la siguiente

ecuacion:

ug glucégeno = (20 x Amtra) / (1.11 x Ast)

Anmtra = promedio de absorbancias de las muestras

Ast = promedio de absorbancias de los estandares

Tomando en cuenta la serie de diluciones se calcularon los gramos de glucégeno por cada 100

gramos de higado.
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5.3.6. Colagena

Fundamento: la colagena es una proteina fibrilar insoluble que forma parte de las proteinas de la
MEC y del tejido conectivo. Se han identificado al menos 16 tipos de coldgena; sin embargo, del 80
al 90% de dicha proteina correponde a los tipos I, Il y lll. Sin importar el tipo y estructura formada,

esencialmente las fibras de colagena se encargan de dar soporte al tejido [93].

En general, cada molécula de colagena esta formada por tres subunidades o, especificamente dos
al y una a2, enrolladas sobre si mismas para formar una estructura helicoidal, con una longitud
aproximada de 300 nm y un didmetro de 1.5 nm. Cada cadena contiene 1050 aminoacidos,
predominantemente glicina, prolina e hidroxiprolina (HP), que se enrollan uno alrededor de otro,
lo que contribuye con la estructura tipo hélice que presenta la molécula completa. Las diferencias
entre los tipos de coldgena son asociadas principalmente a los segmentos que interrumpen la
estructura helicoidal y que se pliegan para dar origen a otra disposicion tridimensional. Los enlaces
por puente de hidrégeno entre el grupo amino (NH) de la glicina y el grupo carbonilo (C=0) de un
aminoacido en la cadena polipeptidica adyacente contribuyen fuertemente a mantener la

estructura tridimensional de la coldgena [93].

La biosintesis de colagena implica tres modificaciones postraduccionales relevantes.
Primeramente, en el reticulo endopldsmico rugoso y el aparato de Golgi, los residuos de
hidroxilisina son glicosilados con unidaddes de glucosa y galactosa, ademas los oligosacaridos son
adicionados en residuos especificos de asparagina, localizados en el extremo carboxilo terminal de
los propéptidos. Segundo, ciertos residuos de prolina y lisina, ubicados a la mitad de la cadena de
colagena, son hidroxilados por enzimas hidroxilasas unidas a la membrana. Finalmente, se
establecen enlaces disulfuro entre los extremos carboxilo y amino de las cadenas de los
propéptidos, lo que permite la alineacién de éstas. La triple hélice se forma en el reticulo
endopldasmico e implica el cierre de la porcidon central de las cadenas polipeptidicas, desde el

extremo carboxilo hacia el amino terminal (figura 24) [93].
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Figura 24. Modificaciones postraduccionales en la biosintesis de colagena.
1) Los residuos de hidroxilisina son glicosilados con unidaddes de glucosa y galactosa, ademas los oligosacaridos son adicionados en
residuos especificos de asparagina. 2) Algunos residuos de prolina y lisina son hidroxilados por hidroxilasas unidas a la membrana. 3)
La formacién de enlaces disulfuro permite la alineacion de las cadenas de propéptidos.

Tomado de http://www.ncbi.nim.nih.gov/books/NBK21582/figure/A6551/?report=objectonly [94].

Rojkind y Gonzalez, en 1973 describieron un método para cuantificar la cantidad de HP utilizando
p-dimetilaminobenzaldehido como cromdgeno. De acuerdo al método referido, la cantidad de HP
puede cuantificarse a partir del producto generado tras la reaccion entre el p-
dimetilaminobenzaldehido (reactivo de Ehrlich) y el pirrol derivado de la oxidacion de los residuos
de HP. La oxidacion de HP ocurre en dos etapas; la primera, que implica una oxidacién parcial, se
desarrolla a temperatura ambiente y en ella se emplea cloramina T como agente oxidante.
Posterior a la adicidon de tolueno se forman dos fases, la orgdnica se desecha pues contiene los
derivados oxidados de la prolina, mientras que la fase acuosa se somete a ebulliciéon para inducir la
oxidacion total de los residuos de HP, generandose grupos pirrol como productos de la reaccién
(figura 25). Los grupos pirrol son recuperados con tolueno y se hacen reaccionar a temperatura
ambiente por 30 minutos con el reactivo de Ehrlich, para generar un producto de coloracién

amarillo — anaranjado, que es medible a una longitud de onda de 560 nm [96, 97].
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Figura 25. Produccidn de pirrol.
Reaccion secuencial que describe desde la oxidacion y descarboxilacion de los residuos de hidroxiprolina presentes en la molécula
coldgena, hasta la formacidn del pirrol, compuesto que reacciona con el p-dimetilaminobenzaldehido del reactivo de Ehrlich para
formar un compuesto colorido cuya absorbancia se lee a 560 nm.

Tomado de Prockop y Udenfriend, 1960 [97].

Procedimiento: se describe a continuacién la preparaciéon de las disoluciones que fueron

empleadas para cuantificar la cantidad de colagena en tejido hepatico.

a) Disolucién amortiguadora: Buffer de acetato de sodio - acido citrico (pH 6). Se pesaron y
mezclaron 50 g de acido citrico, 120 g de acetato de sodio, 34 g de hidréxido de sodio y 15
mL de acido acético glacial. La disolucion se aforé a un litro con agua destilada.

b) Disolucién de cloramina T: se pesaron 0.141 g de cloramina T y se disolvieron con 2 mL de
agua destilada, 3 mL de etilenglicol y 5 mL de disolucién amortiguadora. La disoluciéon se
prepard al momento de usarse.

c) Reactivo de Ehrlich: se tomaron 27.4 mL de H,SO4 concentrado y se agregaron lentamente
a 200 mL de alcohol etilico absoluto en un vaso sobre hielo. Posteriormente 120 g de p-
dimetilaminobenzaldehido disueltos en 200 mL de etanol se mezclaron con la disolucidn
acido-etanol, agitdndose por 15 minutos. Finalmente, el recipiente se retiré del hielo y se
continud la agitacién a temperatura ambiente hasta lograr la disolucién.

d) Disolucién de ninhidrina: se pesaron 2.50 g de ninhidrina y se disolvieron en 60 mL de

acido acético glacial y 40 mL de 4cido fosférico 6 N.

Para conocer la cantidad de coldgena, primeramente se determind el contenido de HP en las

muestras de higado. Para tal propdsito 0.1 g de higado de rata, previamente secado con papel
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filtro, se colocaron en una ampolleta de vidrio a la cual se le adicionaron 2 mL de HCl 6 N, las
ampolletas se sellaron con un mechero y posteriormente se colocaron a 100 °C en un horno
durante 24 h. Transcurrido el periodo de hidrdlisis, las ampolletas se destaparon y fueron

colocadas en horno a 60 °C durante 96 h para garantizar la evaporacion total del acido.

Las muestras secas se resuspendieron con 2 mL de disolucion amortiguadora, se agitaron
vigorosamente con ayuda de un vdrtex y se vaciaron en tubos de ensayo; después de vaciar el
contenido, las ampolletas se lavaron adicionando 1 mL de disolucién amortiguadora. Después, los
tubos se centrifugaron a 3000 rpm durante 15 minutos, el sobrenadante se depositd en tubos que
contenian una pequeiia porcion de carbén activado, se agitaron durante un minuto y se

centrifugaron a 3000 rpm por 15 min.

Un mL del sobrenadante se mezclé con 1 mL de agua destilada y 1 mL de cloramina T, se incluyd
un blanco de reactivos sustituyendo la cantidad de sobrenadante por agua destilada. Transcurridos
20 minutos de reaccion a temperatura ambiente, se adicionaron 0.5 mL de tiosulfato de sodio 2 M,
1 mL de NaOH 1 N, aproximadamente 2 g de NaCl y los tubos se agitaron inmediatamente para

detener la reaccion.

A cada tubo se agregaron 6 mL de tolueno, se agitaron durante 1 minuto, se extrajo la capa de
tolueno y la fase acuosa se sometid a ebullicidn en baifio 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 dejé desarrollar la reaccién a temperatura ambiente por 30

minutos. Las absorbancias se leyeron en el espectrofotémetro a una longitud de onda de 560 nm.

Para conocer la cantidad de HP se realizd la curva de calibracién correspondiente (apéndice 8.5),

en la cual se interpolaron los valores de absorbancia de las muestras problema.
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La concentracién de HP calculada en el paso anterior se empled para determinar la cantidad de
coldgena por gramo de higado (mg colagena/g higado), considerando ademas los siguientes
aspectos:

1. Masa molar de HP = 131.3 g/mol.

2. La molécula de colagena estd constituida por 3 cadenas o, cada una con un peso de 96 kDa.

3. Cada cadena a posee en promedio 100 residuos de HP.

5.4. Estudios histoldgicos

5.4.1. Tincién de hematoxilina y eosina (H&E)

Fundamento: las técnicas de estudio histopatolégico son utilizadas frecuentemente para evaluar
la eficacia de moléculas en el tratamiento del proceso de dafio — reparacidn tisular (cicatrizacion).
La profundidad y longitud del dafio, la estratificacidon epitelial, la infiltracion de macréfagos y
leucocitos, asi como la excesiva deposién de elastina y coldgena son algunos de los criterios que
emplean las técnicas histoldgicas para definir el nivel de dafio tisular posterior a la exposiciéon a un

agente etioldgico [98].

La técnica de H&E se emplea comunmente en el estudio histopatoldogico del proceso de
cicatrizacidn porque permite evaluar los cambios anatémicos y morfoldgicos basicos tras el dafio
tisular [98]. La tincién de H&E se basa en la reaccion entre los acidos nucleicos y el colorante
alcalino hematoxilina, formando un complejo colorido azul - purpura; mientras que el colorante
anidnico eosina interacciona con estructuras alcalinas, tifiiendo en distintos grados de rosa el

citoplasmay la MEC [99].

Procedimiento: los cortes de higado conservados en formol se desparafinaron y rehidrataron con
xileno, alcohol etilico absoluto y alcohol etilico al 96%, después se lavaron con agua corriente, se
aplicé la hematoxilina de Harris durante 5 minutos y se enjuagaron con agua corriente por dos

minutos. Se diferenciaron en alcohol acido con tres a diez inmersiones y la diferenciacion fue
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verificada con el microscopio. Posteriormente, se lavaron con agua corriente y se sumergieron en
carbonato de litio hasta que las secciones adquirieron la coloracidén azul brillante; una vez mas se
lavaron en agua corriente y alcohol etilico al 80%, por 1 minuto en cada sustancia. Después del
lavado, los cortes se tifieron con eosina y se realizaron lavados sucesivos con alcohol etilico al 96%,
alcohol etilico absoluto y xileno. Finalmente, se montaron en la resina y se observaron en el

microscopio Nikon H 550L.

Las imdagenes fueron capturadas por el software incluido en el equipo de microscopia a los

aumentos 10, 20 y 40x.

5.4.2. Tincién tricromica de Masson

Fundamento: a diferencia de las técnicas histolégicas comunmente utilizadas, por ejemplo la
tincion de H&E, la ticnidn tricrdmica de Masson permite evaluar los cambios en el grado de
deposicién de colagena y la evolucidn del proceso de cicatrizacién. La ventaja principal que ofrece
la tincidn tricrdmica de Masson es que permite identificar, mediante una tinciéon diferencial,
estructuras celulares y moléculas clave en el proceso de cicatrizacion, pues mientras la queratina,
la hemoglobina y las fibras musculares se tifien de rojo, el ndcleo lo hace de café obscuro a negro,

el citoplasma y los adipocitos de rosa o rojo palido y las fibras de coldagena de azul [98].

La tincion diferencial se basa en la retencién del colorante acido escarlata de Biebrich por
estructuras pocos permeables como el citoplasma, después del tratamiento con la disolucién de
acido fosfomolibdico/acido fosfotungstico. Por otra parte, el tinte acido difunde de las fibras de

colagena, permitiendo que éstas se tifian con el azul de anilina [98].

Procedimiento: los cortes de higado conservados en formol al 10% se desparafinaron y
rehidrataron con xileno, alcohol etilico absoluto y alcohol etilico al 96%, se enjuagaron con agua
destilada y se sumergieron en el fijador de Bouin por 1 h a 56 °C. Posteriormente, se enfriaron y

lavaron con agua corriente hasta que el color amarillo desaparecié y se enjuagaron con agua
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destilada para luego sumergirlas en la disolucion de hematoxilina de hierro de Weigert por 10

minutos. Nuevamente, las muestras se enjuagaron con agua corriente y agua destilada.

Los cortes se sumergieron en la disolucion de fucsina y el colorante acido escarlata de Biebrich por
15 minutos, se enjuagaron con agua destilada, se colocaron en la disolucién de acido
fosfomolibdico/acido fosfotingstico por 10 a 15 minutos y posteriormente, se les puso en contacto
con la disolucién de azul de anilina por un periodo de 5 a 10 minutos. Transcurrido este tiempo, las
muestras se enjuagaron con agua destilada y después se lavaron con agua acética al 1% por 5
minutos. Finalmente, al igual que en la tincion de H&E, se lavaron con alcohol etilico al 96%,

alcohol etilico absoluto y xileno, se montaron en la resina y se observaron al microscopio.

Utilizando el software del microscopio Nikon H 550L, las imagenes se capturaron a 10, 20 y 40x.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Enzimas hepaticas

La ALP y y-GTP son enzimas que bajo condiciones fisioldgicas se localizan en la membrana
canalicular formada por los pliegues de la membrana plasmatica de los hepatocitos adyacentes
[67]. Después de que el CCls es metabolizado por las enzimas del citocromo P450, particularmente
la isoforma CYP2E1, se convierte en CCls, radical altamente inestable que reacciona con oxigeno
molecular para formar el CCIz00; ambos compuestos son altamente reactivos y alteran la
integridad de los hepatocitos al favorecer la generacion de ROS. Estas especies atacan los lipidos
de la membrana citopldsmica de las células hepdticas produciendo acidos grasos peroxidados,
derivados principalmente de los acidos grasos poliinsaturados; la cadena lateral de éstos sufre un

acortamiento, liberandose MDA como producto de dicha reaccién [75, 100].

Como consecuencia de la afectacidon membranal, la ALP y la y-GTP son liberadas al espacio
extracelular, incrementando consecuentemente su actividad en plasma (figuras 26 - 29). El
aumento en la actividad enzimatica causado por la administracidn aguda o crdénica del xenobidtico

permite ademads, aseverar que el CCls es un buen modelo para inducir colestasis hepatica.

La Q mostré capacidad tanto de prevenir como de revertir el incremento en los niveles

plasmaticos de la ALP y de la y-GTP, causado por el CCls (figuras 26 - 29).
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Figura 26. Actividad de la fosfatasa alcalina (ALP) en el modelo de daio agudo de CCl,.
Resultados expresados como el promedio + el error estandar (SEM) para n = 6. Diferencia significativa

p < 0.05: a respecto al grupo control y b respecto al grupo de dafio con CCls. Q: quercetina.
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Figura 27. Actividad de la gamma-glutamil transpeptidasa (y-GTP) en el modelo de dafio agudo de CCl,.
Resultados expresados como el promedio + el error estandar (SEM) para n = 6. Diferencia significativa p < 0.05: a respecto al grupo

control y b respecto al grupo de dafio con CCls. Q: quercetina
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Figura 28. Actividad de la fosfatasa alcalina (ALP) en el modelo de dafio crénico de CCl,.
A) Actividad plasmatica de la ALP. B) Curso temporal de la actividad de la ALP. Resultados expresados como el promedio + el error
estandar (SEM) para n = 6. Diferencia significativa p < 0.05: a respecto al grupo control y b respecto al grupo de dafio con CCl,.

Q: quercetina, V: vehiculo (petrolato).
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Figura 29. Actividad de la gamma-glutamil transpeptidasa (y-GTP) en el modelo de dafio crénico de CCls.
A) Efecto de la quercetina (Q) en la actividad plasmatica de la y-GTP. B) Curso temporal del efecto de la Q en la actividad plasmética
de la y-GTP. Resultados expresados como el promedio + el error estandar (SEM) para n = 6. Diferencia significativa p < 0.05: a

respecto al grupo control y b respecto al grupo de dafio con CCls. V: vehiculo (petrolato).
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Por otra parte, la actividad de la ALT es empleada en los estudios de perfil hepatico como un
marcador de necrosis, tomando en cuenta que esta enzima, responsable de catalizar la
transferencia del grupo amino de la alanina al a-cetoglutarato, es de localizacion citoplasmica [81,

85].

Considerando lo anterior y como se observa en las figuras 30 - 32, el CCls no sélo es capaz de
provocar colestasis hepatica sino que también promueve la muerte masiva del parénquima
hepatico, modificando la arquitectura normal de la unidad funcional del higado (lobulillo
hepatico). La necrosis de los hepatocitos causada por el CCls, es prevenida y revertida por la

administracion diaria del antioxidante (Q) (figuras 30, 31, 32Cy 32D).
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Figura 30. Actividad de la alanina aminotransferasa (ALT) en el modelo de dafio agudo con CCl,.
Resultados expresados como el promedio + el error estandar (SEM) para n = 6. Diferencia significativa p < 0.05: a respecto al grupo

control y b respecto al grupo de dafio con CCls.
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Figura 31. Actividad de la alanina aminotransferasa (ALT) en el modelo de dafio crénico con CCl,.
Resultados expresados como el promedio + el error estandar (SEM) para n = 6. Diferencia significativa p < 0.05: a respecto al grupo

control y b respecto al grupo de dafio con CCls. Q: quercetina, V: vehiculo (petrolato).

Con base en los resultados obtenidos en la presente investigacion es valido afirmar que la Q tiene
la capacidad de prevenir y revertir parcialmente, tanto la colestasis (medida como ALP y y-GTP
plasmaticas) como la necrosis (medida como ALT plasmatica) causadas por el CCls, al mantener los
niveles plasmaticos de las enzimas citadas (figuras 26 - 31) y restablecer la arquitectura normal de
los hepatocitos (figura 32). El efecto positivo de la Q en la prevencion y reversién del daifio hepatico
se puede asociar a su capacidad como agente antioxidante, pues la presencia de grupos hidroxilo
fendlicos en su estructura molecular le permite estabilizar los radicales libres generados tras la
bioactivacion del hepatotdxico. El beneficio causado por la administracion del flavonoide,
evidenciado en este proyecto, coincide con lo reportado previamente por otros autores en

modelos de dafio hepdtico causado por la administracién de TAA, CCls o la LCBC [48, 77, 78].
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Figura 32. Tincién de hematoxilina y eosina (H&E), modelo de dafio crénico.
Cortes histoldgicos de: A) grupo control, B) grupo Q, C) grupo CCls, D) grupo CCls + Q, E) grupo CCl, + V. F) Curso temporal del efecto
de la Q en los niveles plasmaticos de la alanina aminotransferasa. PS: espacio portal, NH: hepatocitos en neoformacién, IR: reaccién

inflamatoria, FT: tejido fibrdtico. Q: quercetina, V: vehiculo (petrolato).
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6.2. Glutation reducido

En el panel B de la figura 33 se demuestra que la administracidon crénica de CCls durante 8
semanas es tiempo suficiente para disminuir la cantidad de GSH en higado, asimismo, la dosis
Unica y elevada del xenobiético, que caracteriza el modelo de daio agudo, provoca un decremento
significativo en los niveles de esta molécula (figura 34). En ambos modelos, el CCls es capaz de
establecer un cuadro de estrés oxidativo en el cual la velocidad de produccién de radicales libres
supera la tasa de sintesis y/o regeneracion del GSH, afectando el estado de éxido-reduccion de la
célula [47]. Paralelo a lo anterior y de modo particular en el modelo de dafio crénico, los niveles de
GSH no son soélo afectados por los radicales libres, estudios recientes sefialan que el TGF-f,
principal citocina profibrogénica, disminuye la biosintesis del tripéptido al inhibir la expresién de la

subunidad catalitica de la glutamato cisteina ligasa (GCLC) [101].
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Figura 33. Niveles hepaticos de glutation reducido (GSH) en el modelo de dafio crénico.
A) Cantidad de GSH en higado de rata. B) Curso temporal de la cantidad de GSH en higado. Resultados expresados como
el promedio + el error estandar (SEM) para n = 6. Diferencia significativa p < 0.05: a respecto al grupo controly b

respecto al grupo de dafio con CCls. Q: quercetina, V: vehiculo (petrolato).

De acuerdo a la definicidn clasica de antioxidantes y tomando en cuenta sus caracteristicas
quimicas (presencia de grupos hidroxilo fendlicos, insaturacidn 2-3 en el anillo pirano y conjugacién
entre los anillos fendlicos), la Q es un sustrato con mayor susceptibilidad a ser oxidado con

respecto al GSH, en las células hepaticas sometidas a estrés oxidativo, razon por la cual los niveles
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del GSH se recuperan en los grupos tratados con el flavonoide (figuras 33 y 34). Ademads, Moskaug
y colaboradores reportaron que los flavonoides como la Q tienen la capacidad de incrementar la
expresion de la GCLC, enzima que limita la velocidad de reaccién de sintesis del GSH,

contrarrestando con ello los efectos del TGF-§3 [102].
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Figura 34. Niveles hepaticos de glutation reducido (GSH) en el modelo de dafio agudo.
Resultados expresados como el promedio + el error estandar (SEM) para n = 6. Diferencia significativa p < 0.05: a respecto

al grupo control y b respecto al grupo de dafio con CCls. Q: quercetina.

Por otra parte, existen estudios que demuestran el potencial del resveratrol y la Q para actuar
como moduladores alostéricos de la actividad de un grupo de desacetilasas de histonas
denominadas sirtuinas. Estas enzimas regulan la expresién de ciertos genes, en particular la
sirtuina Sir2 es un modulador positivo de genes que contribuyen con la resistencia al estrés
oxidativo, por ejemplo, regula a la alza la expresién de la superdxido dismutasa [103, 104]. Bajo
esta premisa, es valido suponer que la Q contribuye a preservar los niveles de GSH posiblemente
mediante la modulacién de la expresidn de otras proteinas, tales como las enzimas del sistema
antioxidante capaces de hacer frente a la elevada produccién de radicales libres, y no solo

interactuando y estabilizando a los radicales libres.
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6.3. Glucégeno

El organismo emplea la glucosa como fuente principal de energia, de hecho para el cerebro este
monosacarido es la Unica molécula que aporta energia. El metabolismo de la glucosa no sélo estd
involucrado en este proceso, ademas genera compuestos de carbono que constituyen el esqueleto
de otras moléculas con importante funcién bioldgica tales como aminoacidos, acidos nucleicos y
triglicéridos. Dado el impacto de la glucosa en las funciones metabdlicas de los diversos tejidos, su
homeostasis es un proceso finamente regulado, en el cual el higado juega un papel de primer

orden [105].

El higado, sensible a sefiales hormonales y niveles citosélicos de iones como Ca?* y Mg?* y de
moléculas como el adenosin monofosfato ciclico (CAMP, por sus siglas en inglés), almacena los
excedentes de glucosa en forma de glucdégeno; mientras que al descender los niveles sanguineos
del azlcar se favorece la degradacion de la macromolécula insoluble. De acuerdo a los estudios
histolégicos realizados por Cardell y colaboradores, tanto la sintesis como la ruptura de glucégeno
ocurren en la vecindad del SER y la relacién entre esta subestructura celular y los procesos
referidos es altamente dindmica y se presenta de manera diferencial entre los hepatocitos de la

zona centrolobulillar respecto a los de la region periportal [105].

Debido a la estrecha relacidn que existe entre la funcién hepatica y el metabolismo del glucégeno,
cualquier condicién que tienda a afectar la integridad del érgano se manifiesta como un
desbalance en los almacenes de esta molécula; razén por la cual los niveles de glucégeno decaen
considerablemente en los grupos tratados de manera crénica o aguda con CCly (figuras 35 y 36). El
efecto del hepatotéxico pudo revertirse con el tratamiento de Q (figura 35); sin embargo, en el
modelo de dafio agudo, la dosis de CCls a la que fueron expuestas las ratas superd el potencial del
flavonoide para prevenir la afectacion en la capacidad biosintética del higado, medida como

cantidad de glucégeno (figura 36).
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Figura 35. Contenido hepatico de glucégeno en el modelo de dafio crénico.
A) Efecto del CCly y la quercetina (Q) en la cantidad de glucégeno. B) Curso temporal del efecto del CCl, y la quercetina (Q) en la
cantidad de glucégeno en higado. Resultados expresados como el promedio + el error estandar (SEM) para n = 6. Diferencia
significativa p < 0.05: a respecto al grupo control, b respecto al grupo de dafio con CCls y c respecto al grupo de CCls + Q. Q:

quercetina, V: vehiculo (petrolato).

Las diferencias en el efecto protector de la Q entre ambos modelos de dafio hepdtico, puede
deberse al hecho de que la elevada dosis del CCls (modelo de dafio agudo) afectd
significativamente el SER y las enzimas involucradas en el proceso de glucogénesis, de manera que
el breve periodo de administracion del flavonoide (una semana) resulté insignificante para
prevenir del dano causado por el hepatotodxico (figura 36). La hipdtesis anterior se sustenta en el
hecho de que las enzimas involucradas en el metabolismo del CCls se localizan principalmente en la
membrana del SER, por lo que los radicales libres producidos a partir de este compuesto alteran
primeramente a este organelo, dada la proximidad anatdmica entre el sitio en que son generados y
las moléculas susceptibles (lipidos de membrana) a su accién; mientras que las afectaciones en la
mitocondria y el aparato de Golgi, organelos no involucrados directamente en el metabolismo del
glucégeno, pueden manifestarse inclusive hasta 12 horas posteriores a la administracién del
xenobidtico [106 — 108]. La cuantificacion de la actividad de las enzimas de funcion microsomal,
por ejemplo la glucosa-6-fosfatasa o monooxigenasas del sistema de citocromos P450, asi como
técnicas histolégicas que permitan identificar granulos de glucdgeno en los hepatocitos, como la
tincion de acido periddico de Schiff (PAS, por sus siglas en inglés), resultarian altamente utiles para

comprobar el impacto de la administracion del xenobidtico en la integridad del SER y con ello
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establecer si las alteraciones en dicho organelo son la causa principal que obstaculiza la accién de

la Q para prevenir el balance en el metabolismo del glucégeno [105, 107].
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Figura 36. Contenido hepatico de glucégeno en el modelo de daio agudo.
Resultados expresados como el promedio + el error estandar (SEM) para n = 6. Diferencia significativa p < 0.05: a respecto al grupo

control y b respecto al grupo de dafio con CCls.

Adicional al efecto referido, es factible suponer que el transporte de glucosa hacia el higado pudo
alterarse con la dosis del xenobidtico, lo que invariablemente condujo a una disminucion en los
niveles de almacenamiento del glucégeno. La deficiencia en el transporte de glucosa se puede
asociar a un estado de resistencia a la insulina, la cual es definida como la incapacidad del
organismo de responder a la accién de la insulina bajo las concentraciones a las que normalmente
actua esta hormona. Si bien, en los primeros afios el desarrollo de esta patologia se habia asociado
principalmente al metabolismo de los carbohidratos, actualmente su estudio se ha centrado en el
metabolismo de los acidos grasos, estableciendo una estrecha relacidon entre la acumulacion de
lipidos en tejidos periféricos, principalmente en el higado y el musculo, y la aparicion de la

resistencia a la insulina [109].

Varman y colaboradores demostraron que los animales que recibieron una dieta rica en grasas
durante tres dias, ademas de desarrollar NAFLD, sin acumulacién de grasa en otros tejidos,

presentaron resistencia hepatica a la insulina. Los autores sefialan que el higado graso o esteatosis
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redujo los niveles de fosforilacién en los residuos de tirosina de los sustratos 1 y 2 del receptor de
insulina (IRS 1/2, por sus siglas en inglés), e incrementd la actividad tanto de la JNK como de la
isoforma ¢ de la proteina cinasa C (PKC-g, por sus siglas en inglés), eventos moleculares que

finalmente abatieron la sefializacién mediada por la insulina [110].

Existe evidencia cientifica suficiente que respalda la capacidad del CCls para desarrollar esteatosis
[111, 112], asi que es probable que los bajos niveles de glucégeno obtenidos aun después del
tratamiento preventivo de la Q (figura 36) se asocien, al menos en parte, a un estado de resistencia
hepatica a la insulina causado por la acumulacidn de grasa en el tejido hepatico. Para confirmar la
hipdtesis propuesta, en principio, debe validarse que el esquema de dano seguido en el presente
estudio haya provocado higado graso, empleando para tal propdsito técnicas histoldgicas que
tifien de manera especifica los depdsitos de lipidos (tinciéon con colorante Rojo o Negro Sudan, por

ejemplo).

Por otra parte, Chuang y su equipo de investigacién utilizaron cultivos de adipocitos humanos y
determinaron que el proceso inflamatorio desencadenado por el TNF-a aumenta la actividad de
JNK y de la proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP-1B, por sus siglas en inglés), cinasa en residuos de
serina y fosfatasa en residuos de tirosina, respectivamente. El proceso de fosforilacién vy
desfosforilacion de los residuos del receptor a insulina, mediado por las enzimas referidas, en
conjunto con una disminucion en la expresién del receptor y activado por proliferadores de
peroxisomas (PPARy, en inglés) se traduce como un modulador negativo de la cascada de

sefializacion de la insulina (figura 37) [113].

Al margen de los resultados publicados por Chuang y colaboradores, se sabe que una dosis
elevada de CCls es capaz de incrementar la actividad de citocinas proinflamatorias como el TNF-q,
desencadenando un cuadro inflamatorio caracteristico de las hepatopatias [114, 115], el cual
pudiera favorecer el desarrollo de resistencia a la insulina, disminuyendo la entrada de glucosa
hacia los hepatocitos y por lo tanto la tasa de sintesis de glucdgeno. Estrategias celulares vy

moleculares encaminadas a detectar la incorporacién de glucosa a través de la membrana de los
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hepatocitos, asi como a cuantificar los niveles de activaciéon del TNF-a, de la JNK y de la PKC-¢, la
translocacion del NF-kB hacia el nucleo, la expresion de PPARY, la actividad de PTP-1B y los niveles
de fosforilacién en residuos de serina y tirosina del IRS-1/2 permitiran elucidar si las alteraciones
en el transporte del monosacarido son la causa de la disminucion en la reserva de glucégeno y si

dicha afectacion es causada por la resistencia hepatica a la insulina.
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Figura 37. Modelo de accidn del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-at) como agente causal de la
resistencia hepatica a la insulina.
El TNF-o. causa resistencia a la insulina por via indirecta a través de la cascada de sefializacion de cinasas activadas por mitégeno
(MAPK), la transcripcion de genes inflamatorios y antagonizando la accion del receptor y activado por proliferadores de
peroxisomas (PPARY), o bien directamente al disminuir la sefializacion mediada por los sustratos 1y 2 del receptor de insulina (IRS-

1/2).
Tomado de Chuang y colaboradores, 2010 [113].

6.4. Colagenay posible papel fibrolitico de la Q

Cuando el higado es expuesto crénicamente a un agente etiolégico se desencadena el estado
patolégico denominado fibrosis, condicion que precede al cuadro cirrético. La fibrosis hepatica se

caracteriza por un desbalance entre la sintesis y la degradacion de la MEC, desequilibrio promovido
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por la intensa actividad de las células HSC transdiferenciadas, las cuales se convierten en la
principal fuente de proteinas constituyentes de MEC, particularmente colagena tipo | y llI;
asimismo, existe una regulacién a la baja en la expresion de enzimas remodeladoras de MEC
(primordialmente MMP-1 en humanos y MMP-13 en ratas) y un aumento en la expresion de los

inhibidores de las MMP’s (TIMP’s 1y 2) [30, 116].

En el presente proyecto, se evaluo el efecto de la Q para revertir la cirrosis hepatica utilizando los
métodos tradicionales de cuantificacidon del nivel de colagena y la tincidn tricrémica de Masson;
ambas estrategias experimentales permitieron demostrar que la administracidon crénica de CCla
promovid la formaciéon de los nddulos fibréticos, también llamados de regeneracion, que
caracterizan el cuadro cirrético tanto en roedores como en humanos (figura 38C), y favorecié el
desbalance entre la sintesis y degradacion de colagena incrementando los niveles de ésta casi 3
veces con respecto al grupo control (figura 39). Como se muestra en la figura 39, la Q fue capaz de
revertir de manera significativa el aumento en la deposicién de colagena, favoreciendo el proceso
de remodelacién del tejido (figura 38D), con una contribucién minima del proceso de regeneracién
hepatica (grupo de reversién espontanea); pues al comparar el grado de deposicién de tejido
fibrético entre el grupo tratado con Q y el de reversion espontanea (figuras 38D y 38E), y analizar el
curso temporal expuesto en el panel F de la figura 38, puede destacarse que el grupo tratado con
el flavonoide alcanzo niveles de colagena cercanos a las condiciones basales, y que la arquitectura
del lobulillo hepatico presenta mayor similitud entre el grupo de tratamiento con Q y el de sujetos

sanos, que el de este ultimo con respecto al de reversidn espontanea.
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Figura 38. Tincidn tricromica de Masson, modelo de dafio crénico. Deposicion de fibras de colagena en: A) grupo control, B) grupo
Q, C) grupo CClg, D) grupo CCls + Q, E) grupo CCls + V. F) Curso temporal del efecto de Q en la deposicion de coldgena. CV: vena
central, PS: espacio portal, FT: tejido fibrético, NH: hepatocitos en neoformacidn; IR: reaccion inflamatoria.

Q: quercetina, V: vehiculo (petrolato).
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Los resultados obtenidos sefialan el posible papel de la Q como agente fibrolitico, actuando una
vez establecido el cuadro cirrético, mas alla de prevenir el desbalance en la sintesis de proteinas
de MEC y ejercer una accidn antioxidante previniendo las cascadas moleculares que ocurren rio
arriba al proceso de fibrogénesis. En dicho contexto y retomando la capacidad del flavonoide para
actuar como modulador alostérico de sirtuinas [104], es probable que también module alguno(s)

de los eventos moleculares implicados en la regulacién de la expresién de MMP’s y/o TIMP’s.

Colagena

Control ccl,, cci,+Q CCl,+V

Figura 39. Contenido hepatico de colagena en el modelo de dafio cronico.
Efecto de la administracion de CCls y quercetina (Q ) en la cantidad de coldgena. Resultados expresados como el promedio + el error
estandar (SEM) para n = 6. Diferencia significativa p < 0.05: a respecto al grupo control y b respecto al grupo de dafio con CCl,.

V: vehiculo (petrolato).

Respaldando el probable efecto de la Q en la expresién de MMP’s, se encuentra el trabajo
publicado por Bona y colaboradores en 2011, quienes demostraron que la administraciéon del
flavonoide durante 6 semanas es capaz de disminuir el aumento en los niveles de expresion de
MMP-2, causado por la administracion crénica de CCla. En el mismo sentido, pero con resultados
opuestos, Hernandez Ortega y su equipo de investigacion revelaron que la Q incrementa los niveles
de expresiéon tanto de la MMP-2 como de la MMP-9, favoreciendo el proceso de reparacién del
dano tisular. La diferencia en cuanto a la regulacién en la expresién de las MMP’s quiza esté
asociada al esquema de tratamiento seguido por ambos equipos de trabajo, pues mientras Bona y

colaboradores se centraron en la capacidad de la Q para revertir la fibrosis hepatica, la
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investigacion de Herndndez Ortega tuvo como propdsito evaluar su potencial como agente

preventivo [117, 118].

Ante la contradiccion referida y las disimilitudes en cuanto al esquema de tratamiento entre los
trabajos publicados, resultaria altamente util evaluar los niveles de expresién de las MMP’s 2, 9, y
13, tomando en cuenta que esta ultima participa activamente en la degradacién de la coldgena
tipo | y coldgena tipo lll, proteinas resistentes a la acciéon de la mayoria de las proteasas y
particularmente abundantes en los estadios avanzados de la fibrosis hepatica [119]. Los resultados
derivados de la cuantificacién de los niveles de expresion de MMP’s darian un mejor acercamiento
respecto al papel de la Q en la modulacion de la expresion génica, y ademas permitirian identificar
que dicha accidn estd fuertemente condicionada por el estadio de la cirrosis o grado de dafio

hepatico.
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7. CONCLUSIONES

7.1. Conclusiones particulares

La Q mostré capacidad para:

e Prevenir y revertir la colestasis y la necrosis de hepatocitos inducidas por la administracion

de CCla.

e Mantener los niveles de GSH cercanos a las condiciones basales, aun frente al estrés

oxidativo causado por el hepatotdxico.

e Restablecer la funcién hepatica al recuperar el equilibrio en la reserva de glucégeno; sin
embargo, no fue capaz de prevenir la afectacidon que causé una dosis elevada de CCls sobre

los niveles de esta macromolécula.

e Recuperar la arquitectura del lobulillo hepatico y contribuir en el proceso de reparacién

tisular después de la exposicidn crénica al xenobidtico.

e Actuar como posible agente fibrolitico contrarrestando el aumento en los niveles de

colagena provocado por el CCls.

7.2. Conclusion general

La Q mostré capacidad para prevenir y revertir parcialmente los cambios bioquimicos e

histolégicos causados por la exposicion a CCla.

Al aumentar la dosis y/o el periodo de tratamiento con el flavonoide pudiera mejorar los efectos
benéficos evidenciados en el presente estudio, haciendo posible el uso de este compuesto para el
tratamiento de las hepatopatias en el humano.
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8. APENDICE. Curvas de calibracion

8.1. Fosfatasa alcalina

Para realizar la curva de calibracion se prepararon las siguientes disoluciones:

a) 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.

b) Disolucién 2. Se tomaron 0.5 mL de la disolucién anterior y se aforaron a 100 mL con NaOH

0.02 N.

c) Disolucion de hidréoxido de sodio 0.02 N, en adelante referida como disolucidn 3 (tabla 4).

En la tabla 4 se muestran las cantidades afiadidas de cada una de las disoluciones a fin de obtener

distintas concentraciones del producto de la reaccién (p-nitrofenol).

Tabla 4. Curva de calibracion de la ALP.

TUBO | Disolucion 2 | Disolucion 3 | Sustrato hidrolizado
(mL) (mL) (umoles)

1 0.0 5.5 0.0

2 0.5 5 0.025
3 1.0 4.5 0.050
4 2.0 3.5 0.100
5 3.0 2.5 0.150
6 4.0 1.5 0.200
7 5.0 0.5 0.250
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Después de adicionar las disoluciones, los tubos se agitaron por inversién y las absorbancias se

leyeron a 410 nm en el espectrofotdmetro.

A cada valor de concentracion correspondié un valor de absorbancia con lo cual se construyd 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 concentracidon del producto

generado.

8.2. Gamma-glutamil transpeptidasa
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. En la tabla 5 se especifican la cantidad de agua destilada y disolucién 1

afiadidas a cada tubo de reaccion.

Tabla 5. Curva de calibracion de la y-GTP.

TUBO No. Disolucion 1 H20 Producto Producto
(pL) (uL) nmoles/mL | pmoles/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 inversidén y las absorbancias se

leyeron a 410 nm en el espectrofotometro.
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De manera andloga a la curva de calibracién de la ALP, se obtuvo una ecuacién de la forma y = mx

+ b para conocer la concentracién de producto obtenido y dicho valor se empleé para reportar la

actividad enzimatica como pmol/Lmin.

8.3.

Alanina aminotransferasa

A continuacién se describe la preparacion de los reactivos utilizados en la presente técnica y que

son referidos en la tabla 6.

b)

d)

Buffer de fosfatos 0.1 M, pH 7.4: Se mezclaron 840 mL de disoluciéon 0.1 M de fosfato

disédico 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 o-
oxoglutdrico en disolucidon buffer y se afiadieron 0.5 mL de hidréxido de sodio 1 N. La
disolucion se aforé a 100 mL con disolucién buffer. Una vez utilizado el sustrato se conservo

a 4 °C hasta su siguiente uso.

Disolucion estandar de piruvato (1 umol/mL): la disolucion se preparé el mismo dia en que
fue utilizada, el volumen restante fue desechado. Para prepararla se pesaron 11 mg de

piruvato sédico y se mezclaron con 100 mL de disolucién buffer.

Reactivo Cromdgeno: Se agregaron 200 mg de 2,4 DNPH a HClI 1 N caliente hasta

disolverse. Finalmente la disolucion se aford a un litro con HCl 1 N.

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

la curva de calibracion. Cada punto (concentracidon conocida de producto) se realizé por duplicado.
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Tabla 6. Curva de calibracion de la ALT.

Reactivos No. de tubo
1 2 3 4 5 6 7

Disolucion sustrato (uL) 250 | 225 | 200 | 175 | 150 | 125 100
Disolucion estdndar de piruvato (uL) | --—- | 25 50 75 |100| 125 150
Buffer de fosfatos (uL) 50 50 50 50 50 50 50
Reactivo cromégeno (ulL) 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 250
NaOH 0.4 N (mL) 25| 25 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5

Piruvato (umoles) ---—- 10.025 | 0.05| 0.075| 0.1 | 0.125 | 0.150

Después de adicionar los reactivos referidos en la tabla 6, los tubos se mezclaron vigorosamente

en un agitador tipo vortex y las absorbancias se leyeron a 515 nm en el espectrofotémetro

Shimadzu UV-1201. A partir de los valores de concentracién y absorbancia se construyé la curva de

calibracion y se obtuvo la ecuacion de la recta del tipo y = mx + b. Con base en los datos de la

ecuacion, se calcularon las concentraciones (valor de x en la ecuacién) a partir de las absorbancias

obtenidas para las muestras de plasma.

8.4. Glutation reducido

A continuacion se describe la preparacién de las disoluciones empleadas para elaborar la curva de

calibracion.

a) Disolucion patrén de GSH (1 nmol/mL): se disolvieron 30.733 mg de GSH con disolucién de

fosfatos 0.3 M hasta completar un volumen de 100 mL.

b) Disolucion de fosfatos: 42.6 g de Na;HPOa se disolvieron con agua destilada. La disoluciéon

se aford a 1 L, para obtener una concentracién final de 0.3 M.
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c) Reactivo de Ellman: se pesaron 40 mg de DTNB y se disolvieron con 100 mL de una

disolucion de citrato de sodio al 1%

Tabla 7. Curva de calibracion del GSH.

Tubo | Disolucidn patron de | Disolucion de Reactivo de Ellman GSH
GSH (pL) fosfatos (mL) (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
8 850 1.35 0.25 850

Los tubos se agitaron por inversién y a partir de las absorbancias obtenidas a 412 nm y la
concentracion conocida de GSH (tabla 7) se calculé la ecuacién de la recta. De manera andloga a las
determinaciones de la actividad enzimatica, con los valores de la pendiente, la ordenada al origeny
las absorbancias para cada muestra (m, b e y, respectivamente), se calculé el valor de la

concentracion de GSH en los homogeneizados de higado.

8.5. Colagena

Disolucién estandar 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 disolucién de 1 umol/mL equivalente a Inmol/pL.

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

de HP (tabla 8).
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Tabla 8. Curva de calibracion de la HP

Tubo Disoluciéon HP (uL) H20 (mL) HP (nmoles)
1 2.00 0
2 10 1.99 10
3 20 1.98 20
4 50 1.95 50
5 70 1.93 70
6 100 1.90 100
7 150 1.85 150
8 200 1.80 200
9 300 1.70 300
10 400 1.60 400
11 500 1.50 500

A cada tubo se le agregd 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 agité inmediatamente para detener la reaccidn.
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 dejoé desarrollar la reaccién a temperatura ambiente por

30 minutos. Las absorbancias se leyeron en el espectrofotdmetro a 560 nm.

Para cada valor de concentracién correspondié uno de absorbancia, lo que permitié calcular la
ecuacion de tipo lineal y = mx + b. Con dicha ecuacién y considerando los valores de m y b como
constantes, se calculd la concentracién de HP (valor de x) de acuerdo a las absorbancias (valor de

y) de cada una de las muestras de higado.
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