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1. ABSTRACT

Previous clinical observations suggested that coffee might have beneficial effects
on the liver. However, the action mechanism of coffee has not been established. This
study was designed to evaluate the antifibrotic properties of coffee and its compounds.
In this work, liver cirrhosis was induced by thioacetamide 200 mg/ kg, (i.p.) three times a
weekly for 8 weeks. One group of rats concomitantly received coffee or decaffeinated
coffee 300 mg/kg (p.o), other group received caffeine or nicotinic acid 20 mg/kg (p.o)
respectively daily, 8 weeks; the control group received vehicle only (saline, i.p.). Liver
injury was assessed by serological analysis, as well as Hematoxylin and Eosin (H&E)
and Masson’s stains. Oxidative stress was evaluated by lipid peroxidation and
glutathione peroxidase (GPx) activity was decreased. Whole liver lysates were
investigated for TGF-B, CTGF, a-SMA and IL-10 by Western blot and RT-PCR. MMP-2
and 9 were analyzed by zymography. TAA administration elevated serum alkaline
phosphatase, y-glutamyl transpeptidase and alanine aminotranspherase, liver lipid
peroxidation, collagen content, depleted liver glycogen and glutathione peroxidase
(GPx) activity. Additionally there were increased levels of proteins: TGF-B, CTGF and a-
SMA, MMP-2, 9 and 13. Interestingly, administration of coffee suppressed most of the
changes produced by TAA. Histopathological analysis was in agreement with
biochemical and molecular findings. Our results indicate that coffee prevents
experimental cirrhosis; the action mechanisms are probably associated to its antioxidant
properties and mainly by its ability of blocking the elevation of the profibrogenic cytokine
TGF-B and CTGF. Various components of coffee that have been related to such a
favorable effect, including caffeine and nicotinic acid. These findings suggest a

beneficial effect of coffee on the liver.



2. RESUMEN

Estudios epidemiolégicos muestran que el consumo del café estd relacionado
con la disminucion de las enzimas hepaticas, ademas de reducir el riesgo de
desarrollar una enfermedad hepatica crénica como la cirrosis, estos estudios han sido
de tipo observacional. Sin embargo, el mecanismo de accién no ha sido establecido. El
objetivo de este estudio fue evaluar las propiedades hepatoprotectoras del café y dos
de sus principales componentes como es la cafeina y el acido nicotinico en un modelo
de dafio hepatico inducido por la administracion cronica de tioacetamida (TAA) en ratas
Wistar macho. La fibrosis fue inducida por la administracion de 200 mg/kg de TAA por
via intraperitoneal cada tercer dia durante 8 semanas, concomitantemente de forma
diaria se administro por via oral café y café descafeinado a una dosis de 300 mg/kg, de
manera similar se administré cafeina y acido nicotinico a una dosis de 20 mg/kg. El
café y sus compuestos fueron administrados de manera diaria con sus respectivos
controles. La actividad de la alanino amino transferasa (ALT), la y- glutamil
transpeptidasa (y-GTP) y la fosfatasa alcalina (FA) fueron cuantificadas en plasma. En
muestras de higado se determino el contenido de coladgena, peroxidacion lipidica, el
glucégeno y la actividad de la glutation peroxidasa (GPx). Se realiz6 un estudio
histopatolégico, y por medio Western Blot se midi6 la expresion de TGF-B, CTGF, a-
SMA, IL-10, MMP13, y por zimograma MMP-2, 9. Los niveles de RNAmM se medié por
RT-PCR para TGF-B, CTGF, a-SMA, Col-1 y TIMP-1. La administracion cronica de TAA
aumentd los niveles de las enzimas ALT, y-GTP y FA, en higado se muestra un
aumento de la peroxidacion lipidica, del contenido de colagena, asi como una
deplecion del glucoégeno y la disminucion de la actividad de la GPx. Ademas hubo un
incremento en la expresion de las proteinas TGF-B, CTGF, a-SMA, IL-10, y un aumento
de la actividad de las MMPs. El café previno la mayoria de los cambios producidos por
TAA. Fue capaz de prevenir el aumento de la actividad de las enzimas hepéticas, asi

como disminuir la deposicion de colagena.



De forma interesante el tratamiento disminuyd la expresion de las citocinas
profibrogénicas como TGF-B y CTGF, asi como prevind la activacion de las células
estelares hepéticas. Disminuye la expresion y actividad de las MMPs. Asi también
disminuye los niveles de RNAm TGF-f, CTGF, a-SMA y Col-1. Encontramos que la
cafeina juega un papel muy importante en el efecto hepatoprotector, sin embargo el
acido nicotinico también muestra efectos importantes. Nuestros resultados muestran
gue el café previene la fibrosis experimental, el mecanismo de accién se asocia
probablemente a sus propiedades antioxidantes y principalmente a su capacidad de
bloguear la elevaciéon de la citocinas profibrogénicas TGF- y CTGF, las cuales
atendan el proceso inflamatorio. La cafeina juega un papel muy importante, sin
embargo, otros compuestos antioxidantes presentes en el café muestran efectos
favorables. Estos hallazgos sugieren un efecto benéfico del café en el higado. Sin
embargo, se necesitan realizar mas estudios béasicos y clinicos antes de llegar a una

recomendacion final.



3. INTRODUCCION

3.1 Generalidades del higado.

El higado es el o6rgano interno mas grande del cuerpo, constituye
aproximadamente del 2 al 5% del peso corporal en el adulto y el 5% en el neonato. Es
de color marrdn rojizo, pesa aproximadamente de 1,400 a 1,600 g en los varones
adultos y esta rodeado de una delgada capsula fibrosa (capsula de Glisson), que es la
prolongacion de la serosa que rodea a todos los elementos del pediculo hepatico. El
higado tiende a moldearse sobre estructuras adyacentes; sin embargo, es lo bastante
consistente para mantener su forma de cufia que casi llena el hipocondrio derecho,
aunqgue se adelgaza al cruzar el epigastrio hacia el hipocondrio izquierdo. Esta situado
bajo las costillas, en la parte superior derecha del abdomen. Consta de dos I6bulos
principales, el derecho y el izquierdo, los cuales se encuentran divididos por los
ligamentos, falciforme y redondo [Netter, 1983]. El I6bulo izquierdo, ademas, tiene otros

dos pequefios l6bulos: el cuadrado y el caudado (figural).
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Figura.l. Imagen del higado, el cual se divide en el I6bulo derecho e izquierdo, los cuales estan

separados por el ligamento falciforme.



De acuerdo a su anatomia funcional la proyeccién vertical de las venas
suprahepaticas divide al higado en cuatro secciones: posterior derecha, anterior
derecha, medial izquierda y lateral izquierda. Las fronteras anatomicas entre las cuatro
secciones asi definidas se denominan cisuras (cisura portal derecha, cisura sagital o
media y cisura portal izquierda) y no se corresponden con las cisuras de la anatomia
morfolégica clasica. Su importancia radica en que se trata de lineas fundamentales
para la penetracion en el interior del parénquima durante una reseccion reglada. Si se
traza un plano horizontal imaginario sobre el eje de la bifurcacion portal, se observa
como las cuatro secciones antes definidas se dividen en ocho segmentos, que
componen la base de la anatomia funcional hepatica (figura 2). Cada segmento recibe
una rama de la triada portal independiente formada por arteria, porta y conducto biliar
rodeada por una vaina de tejido conectivo, prolongacion de la capsula de Glisson que
rodea al higado, de ahi la denominaciébn de pediculo glissoniano [Lockhart y
clos.,1998].
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Figura 2. Flujo sanguineo hepatico.



El higado es el centro de la actividad bioquimica del cuerpo. Presenta una
posicion estratégica ya que se encuentra entre la circulacion intestinal y la general.
Ademas cuenta con un extenso suministro sanguineo. Recibe sangre rica en oxigeno
a través de la arteria hepatica (aproximadamente el 25%). La vena porta le suministra
sangre (aproximadamente 75%) que transporta nutrientes, toxinas y otras sustancias
absorbidas desde el intestino. La sangre de estos dos vasos se mezcla y recorre el
higado a través de los sinusoides hepaticos. Entre las paredes de los sinusoides y los
hepatocitos se extiende el espacio de Disse, en el que se proyectan gran numero de
vellosidades y existen fibras de reticula, asi como distintos tipos de células
perisinusoidales [Netter y cols., 1983].

3.2 Lobulillo hepatico.

La unidad funcional basica es el lobulillo hepatico, una estructura cilindrica de
varios milimetros de longitud y de 0.8 a 2 milimetros de didmetro. El higado humano
contiene entre 50,000 y 100,000 lobulillos (Guyton y Hall, 2001) (figura 3).

El lobulillo hepatico, se constituye alrededor de una vena central que desemboca
en las venas hepéticas y luego en la vena cava. El propio lobulillo se compone en
esencia, de placas celulares hepaticas multiples, que se alejan de la vena central como
los radios de una rueda. Cada placa hepatica suele estar formada por dos células y
entre las células adyacentes se encuentran pequefios canaliculos biliares que drenan
en los canaliculos biliares, en los tabiques fibrosos que separan los lobulillos hepéticos
adyacentes (Guyton y Hall, 2001).

Los tabiques también llevan vénulas portales que reciben, sobre todo, la sangre
portal del tubo digestivo. Desde las vénulas, la sangre se dirige hacia los sinusoides
hepaticos planos, ramificados, ubicados entre las placas hepaticas, y después, hacia la
vena central. Asi pues, la células hepaticas estan constantemente expuestas a la

sangre venosa portal.



Ademas de las vénulas portales, los tabiques interlobulillares contienen arteriolas
hepéticas, que suministran sangre arterial a los tejidos septales intercalados entre los
lobulillos; muchas de las pequefas arteriolas también desembocan directamente en los
sinusoides hepaticos, de ordinario en los situados a un tercio de la distancia de los

tabiques interlobulillares, como muestra la figura 3.
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Figura 3. Estructura basica del lobulillo hepatico con las placas celulares hepaticas, los vasos
sanguineos, el sistema conductor de la bilis compuestos por el espacio de Disse.



3.3 Tipos celulares.
El higado contiene distintos tipos celulares. Las células del higado estan

divididas en células parenquimatosas y células no parenquimatosas.

3.3.1 Células parenquimatosas.
Los hepatocitos son células epiteliales poliédricas de 30 a 40 um de didmetro,

altamente polarizadas que constituyen el 70% del parénquima hepatico, y su funcion es
principalmente metabdlica. Estan dispuestos en cordones o hileras que conectan a las
diferentes zonas. El espacio entre hilera e hilera se le denomina sinusoide hepatico
mientras que el espacio entre hilera y endotelio se le conoce como espacio de Disse. El
complejo formado por hepatocitos, capilar de la arteria hepdética, capilar porta,

conductillo biliar, vasos linfaticos y nervios, forman la llamada triada o espacio porta.

3.3.2 Células no parenquimatosas.

Cuadro I. Organizacion de las distintas poblaciones
celulares no parenquimatosas existentes en el higado

Células no
parenquimatosas  Tipo celular Importancia
40% Células Profibrogénicas
estelares hepaticas
20% Endoteliales Intercomunicacién
(sinusoidales) celular
20% Células de Kupffer Respuesta
inflamatoria ante
un estimulo
20% Linfocitos Respuesta
intrahepéticos inmune y/o
tolerancia

Estas incluyen a las células endoteliales, células de Kupffer, células estelares y

células de Pit.



3.3.3 Células endoteliales.
La pared de los sinusoides esta formada por una capa discontinua de células

endoteliales fenestradas que carecen de membrana basal, lo que permite dar a los
sinusoides una funcién de filtro. Gracias a las fenestraciones se permite el rapido
intercambio de moléculas pequefas y grandes entre la sangre de los sinusoides y los
hepatocitos [Bacon y Di Bisceglie, 2000]. Las zonas fenestradas controlan el
intercambio entre la sangre y el espacio perinusoidal. Este intercambio esta
influenciado por agentes enddgenos (hormonas y neurotransmisores) y xenobioticos

(etanol, farmacos) aparentemente por la contraccion del citoesqueleto [Desmet, 1994].

3.3.4 Células de Kupffer.
Son macréfagos hepaticos, poseen actividad fagocitica y se encuentran

localizadas a lo largo de los sinusoides. Su funcion es la de receptaculo de desechos
para todo tipo de material viejo, innecesario, dafiado, alterado o extrafio. Después de la
activacion de las células de Kupffer por un agente (endotoxina u otro), ellas secretan un
numero de productos con potente actividad biolédgica, incluyendo citocinas, fibronectina,
prostaglandinas, factor activador de plaquetas y el factor transformante-f (TGF-B)
[Bacon y Di Bisceglie, 2000].

3.3.5 Células de Pit.
También conocidas como "natural killer’, son generalmente encontradas en el

lumen del sinusoide y por su polaridad estan en relacion principalmente con las células
endoteliales, pero también se encuentran a veces entre la célula endotelial y una célula
de Kupffer. Las células de Pit son una defensa antitumoral hepatica y también contra
infecciones virales [Bacon y Di Bisceglie, 2000].



3.3.6 Células estelares (HSC).

También llamadas perisinusoidales, células de Ito, almacenadoras de grasa o
cebadas; su nucleo presenta frecuentemente invaginaciones originadas por las gotas
lipidicas citoplasmaticas que lo comprimen. En el citoplasma que contiene las gotas de
lipidos se halla almacenada la vitamina A [Gonzales y cols., 1996]. Las proteinas
liberadas por el dafio a los hepatocitos pueden actuar como los primeros mitdgenos
paracrinos proinflamatorios de las células estelares. Por otra parte las células estelares
juegan un papel muy importante en la fibrosis hepética, sin embargo también participan
en la homeostasis de la matriz hepatica normal, ya que no solo producen componentes
de la matriz extracelular, si no que también producen enzimas para su degradacion
[Desmet, 1994].

Figura 4. Tipos celulares hepaticos y su localizacidn. Células endoteliales (E), células de Kupffer
(KC), células estelares (SC).
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3.4 Funciones principales del higado.

El higado se encarga de cerca de 500 funciones organicas. Tiene un papel
importante en la digestion, en el metabolismo de los azlcares y las grasas, e incluso en
el sistema inmunitario. Recibe toda la circulacion procedente del intestino delgado y la
mayoria del grueso, asi como del pancreas y bazo a través de la vena porta. Su
localizacion estratégica le permite su funciébn como defensor bioquimico contra toxicos
guimicos que penetran a través de la comida y como procesador de los ingredientes de
la comida absorbida [Michalopoulos, 2007].

Las células hepaticas producen la bilis, cuya misién es facilitar la digestion y
absorciébn de nutrientes liposolubles; también catabolizan el grupo hemo hasta
bilirrubina [Highleyman y Franciscus, 2003].

El higado es esencial para la funcion optima del cerebro. La pérdida de la
funcion del higado conduce a una encefalopatia hepética cronica y finalmente al coma
[Michalopoulos, 2007].

El higado almacena varios nutrientes, entre ellos las vitaminas A, D, B9 (folato) y
B12. Asimismo, almacena hierro y participa en la sintesis del hemo. Sintetiza varias
proteinas esenciales (enzimas, hormonas, factores de coagulacion y factores
inmunitarios). Entre ellas, destacan ciertas proteinas de fijacion (que adhieren y
transportan vitaminas, minerales, hormonas y grasas) y la albumina (que ayuda a
mantener el volumen sanguineo adecuado). Los factores de coagulacién producidos
por el higado son el fibrinbgeno, la protrombina (Factor 1l) y el Factor VII. Otras
proteinas sintetizadas por el higado son la fosfatasa alcalina, la gamma-glutamil
transferasa (GGT) y el factor de crecimiento insulinico [Highleyman y Franciscus,
2003]. Tiene funcion destoxificante tanto de farmacos como de otro tipo de
xenobidticos, incluido el amoniaco procedente del metabolismo proteico y que
transforma en urea para poder ser eliminado. Es el 6rgano central que controla el

metabolismo de hidratos de carbono, grasas y proteinas [Michalopoulos, 2007].

11



4. DANO HEPATICO.

La cirrosis es una enfermedad cronica e irreversible que afecta al higado y que
consiste en la muerte progresiva del tejido hepéatico normal, que es sustituido por un
tejido fibroso o cicatricial que incapacita al higado para ejercer sus funciones normales.
Inicialmente el higado se inflama y hay destruccion de un gran nimero de hepatocitos.
Si el estimulo o agente etiologico que ha producido este dafio desaparece, el tejido
puede recuperar sus funciones puesto que se estimula la regeneracion hepéatica, la cual
incluye sintesis y degradacion de colagena, lo que da lugar a la remodelacion del tejido.
Sin embargo, cuando el dafio es de menor intensidad y es producido periédicamente,
no se estimula la regeneracion sino que se comienza el proceso cicatricial y se produce

primero fibrosis y posteriormente cirrosis hepatica (figura 5).

a) DANO AGUDO

Destruccion de
un gran niamero
de hepatocitos.

Regeneracion Remodelacion
celular. — del tejido.

b) DANO CRONICO

Si la lesion se
produce
periddicamente.

Dafio Menor dé e Cicatriz. =
hepatocitos. '

Cirrosis G CihrOSIS.

hepatica.

Figura 5. Esquema de a) dafio agudo y b) dafio crénico al higado.
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Los detonantes mas frecuentes de este padecimiento son los virus de la hepatitis
tipo B y C, el abuso en el consumo de alcohol, exposicion prolongada a farmacos o
sustancias toxicas y el bloqueo de las vias biliares que también pueden culminar en un
dafio crénico [Olaso y Fridman, 1998].

La fibrosis es el evento que antecede a la cirrosis hepatica, la cual se considera
un estado dinamico, bidireccional y en ciertos casos reversible con fases de inicio,
progresion y regresion. Se puede definir como una patologia cuya principal
caracteristica es la acumulacion desordenada de proteinas de matriz extracelular
(MEC) de tipo fibrilar (principalmente colagenas) que reduce las fenestraciones entre
las células sinusoidales hasta eliminarlas por completo (capilarizacién del sinusoide),
declinando asi las funciones del higado, con una pérdida de la arquitectura normal y
formacion de ndodulos de regeneracion. La mayor parte de la colagena depositada
durante la fibrosis hepética es producto de las células estelares hepéticas, esta
poblacion celular sufre un cambio radical llamado activacion que consta de varias fases
y caracteristicas, entre otras, adquieren un fenotipo miofibroblastico, las cuales migran
y proliferan en los focos de necrosis hepatocelular ademas de reclutar células
inflamatorias [Friedman, 2003]. La mayor parte de las sustancias que regulan la
transformacion fenotipica y la proliferacion de las células estelares se derivan de los
hepatocitos dafiados, de las células de Kupffer activadas y del propio infiltrado
inflamatorio. Diversos factores de crecimiento como el TGF-B y el factor de crecimiento
derivado de plaguetas (PDGF), ademas de sustancias vasoactivas como vasopresina,
trombina, angiotensina Il y endotelina 1, contribuyen a la acumulacién de células
estelares activadas y en consecuencia ejercen una accién profibrogénica en el dafio
cronico [Méndez y Uribe, 2003]. Todos los tipos de coldgena hepética estan
aumentados en la cirrosis; en especial, en bandas de tejido conectivo que rodean a los
hepatocitos. El aumento del contenido de tejido conectivo hepatico puede deberse a un
incremento en su sintesis, aunado disminucién en su degradacion o a una combinacion

de ambos factores (figura 6).
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Figura 6. Diagrama esquematico que resume la secuencia patogénica y la activacién de las
células estelares hepéticas (HSC), que conduce a lafibrosis y la cirrosis (Arauz y Muriel 2012).

4.1 Estrés oxidativo
Las especies reactivas de oxigeno, tales como H202, OH’*, O2°, conocidos por

sus siglas en inglés como (ROS reactive oxygen species) desempefian importantes
funciones fisiolégicas y también puede causar un extenso dafio celular. Los seres vivos
poseen un conjunto de sistemas fisiolégicos que se encargan de eliminar las ROS
ocupandose de mantener el estado de equilibrio que existe entre oxidantes y
antioxidantes [Heffner y Repine, 1989]. Se define al estrés oxidativo como un
desequilibrio entre la generacion de ROS y la capacidad de defensa antioxidante de la
célula, el cual afecta a los principales componentes celulares, incluyendo los lipidos,

proteinas y ADN (figura 7) [Evans y Halliwell, 2001].
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La fibrosis y la cirrosis hepética est4d asociada con el consumo de alcohol y
infeccion de virus de hepatitis B y C. En ambos agentes etiolégicos, se ha demostrado
gue aumentan la produccion de ROS independiente y sinérgicamente.
Interesantemente las ROS estan implicadas en el desarrollo de fibrosis y cirrosis
hepética en estas condiciones patolédgicas [Perlemuter y cols., 2003].

Varios estudios indican que las ROS juegan un papel central en la actividad
fibrogénica del TGF-B, aunque el mecanismo subyacente no esta claro (figura 7). El
TGF-B aumenta la produccién de ROS en numerosos tipos de células no fagociticas,
tales como células endoteliales, células epiteliales y fibroblastos [Carmona y cols.,
2008, Muriel y Arauz, 2012].

R i
Ty , ket Soisnmmn; w) o

Figura 7. Modelo de ROS induce sintesis de matriz extracelular y fibrogénesis (Muriel y Arauz,
2012)
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4.2 Mecanismos de defensa frente al estrés oxidativo.
Los seres vivos poseen un conjunto de sistemas fisioldgicos que se encargan de

eliminar las ROS ocupandose de mantener el estado de equilibrio que existe entre
oxidantes y antioxidantes [Heffner y Repine, 1989; Evans y Halliwell, 2001].

La gran diversidad en la vida media de los distintos prooxidantes, desde nanosegundos
para el caso del radical hidroxilo hasta varios segundos para los radicales peroxilo o el
oxido nitrico y peroxinitrito pone de manifiesto la gran variedad de sistemas de defensa

necesarios para hacerles frente [Sies y Stahl, 1995].

4.2.2 Antioxidantes enzimaticos.
La funcion de los antioxidantes enzimaticos es prevenir la iniciacion de las

oxidaciones en cadena, al eliminar las ROS (02~ y H202). En este grupo encontramos

3 enzimas:

Catalasa. La catalasa es una hemoproteina tetramérica cuya funcién es reducir el
peréxido de hidrégeno para formar oxigeno molecular y agua. Asi mismo, posee
actividad peroxidasa [Nohl y Hegner, 1978].

Superoxido dismutasa. Son un grupo de enzimas que catalizan la dismutacion del

radical superoxido para formar peréxido de hidrogeno [Weiss, 1986].

Glutatién peroxidasa. Complementa la actividad de la catalasa como sistema reductor
del peréxido de hidrégeno. Esta enzima clave del ciclo del glutation, actia ademas
sobre grandes moléculas de peroéxidos lipidicos y sobre productos derivados de las
reacciones catalizadas por la lipooxigenasa.

4.2.3 Antioxidantes no enzimaticos.
Ademas de los mecanismos enzimaticos anteriormente mencionados, la célula dispone

de un conjunto de mecanismos no enzimaticos que permiten contrarrestar la agresion

oxidativa que causan los radicales libres.
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Vitamina C.

La vitamina C o &cido L-ascérbico es hidrosoluble, y bajo la mayoria de
condiciones fisioldgicas se encuentra en su forma desprotonada. Se le considera un
antioxidante muy importante en fluidos extracelulares [Stocker y cols., 1991]. Actua
eficientemente atrapando los radicales peroxilo en fase acuosa, antes de que éstos
puedan iniciar la peroxidacion lipidica; de esta forma el &cido ascorbico puede proteger
a las membranas del dafio peroxidativo. Ademas, la vitamina C puede llevar a cabo
esta proteccion frente a la peroxidaciéon aumentando la actividad del a-tocoferol [Sies y
Stahl, 1995].

Glutation.

El glutation es un tripéptido ubicuo, y-glutamil-cisteinil-glicina, descubierto por
Hopkins en 1921. Es el tiol no proteico, soluble en el citoplasma, mas abundante en la
célula y juega un papel central en la defensa antioxidante. La molécula de glutation
puede encontrarse en dos estados de oxidacion distintos: en forma reducida, como tiol
(GSH) y en forma oxidada, compuesta por 2 moléculas unidas por un puente disulfuro
(GSSG) [De Leve y Kaplowitz, 1991]. Las células eucariotas poseen tres reservorios
principales para el GSH. Casi el 90% del GSH celular esté en el citosol, el 10% en la
mitocondria y un pequefio porcentaje en el reticulo endoplasmatico [Meredith y Reed,
1982]. Mientras que en este ultimo compartimento la proporcion GSH/GSSG es de 3:1,
en el citoplasma y la mitocondria este cociente sobrepasa la proporcién 10:1 [Meredith
y Reed, 1982].

Centrandonos en su funcion antioxidante, el GSH en presencia de una GSH-
peroxidasa selenio-dependiente, reduce a los peroxidos producidos de manera
endogena (Figura 8). Como resultado de esto, el GSH se oxida a GSSG, que es
nuevamente reducido a GSH por la GSSG reductasa, a expensas del NADPH,

formando asi un ciclo redox.
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Figura 8. Actividad antioxidante del GSH y GSSG.

Vitamina A y B-CAROTENOS.

La vitamina A y sus derivados biolégicamente activos, retinal y acido retinoico,
junto con un gran nimero de analogos sintéticos comprenden el grupo de compuestos
denominados retinoides [Evans y Kaye, 1999]. La vitamina A es esencial para la vision,
la diferenciacion y proliferacion celular, la reproduccion, el normal desarrollo neonatal y
la integridad del sistema inmune. Su naturaleza lipofilica y su localizacion en el
compartimento hidrofébico de las membranas bioldgicas y lipoproteinas hacen que la
vitamina A sea un compuesto efectivo en la reduccion de la peroxidacion lipidica,
actuando como inhibidor de las reacciones de oxidacién en cadena [Evans y Kaye,
1999].

Vitamina E.

El tocoferol es el compuesto principal de esta vitamina, corresponde
guimicamente a un derivado metil-6-hidroxicromano, con una cadena alifatica de 16
carbonos laterales. La vitamina E se encuentra ampliamente distribuida en los
alimentos, de estos las grasas y aceites contienen mas vitamina E, otras fuentes son
los cereales, aves, carnes, pescados, etc.

Esta vitamina tiene diversas funciones metabdlicas, entre ellas tal vez la més
importante y mejor estudiada es el papel protector de las membranas biolégicas, ya sea
evitando la oxidacion de sus componentes celulares esenciales o evitando la formacion
de productos toxicos de oxidacidon como los peroxidos de acidos grasos, actuando asi

como estabilizador de la estructura lipidica de los tejidos [Evans y Kaye, 1999].
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4.3 Dafo hepético y TGF-B.

El TGF-B1 desempefa también un papel importante en la reparacién tisular
normal pero deja de formarse al completarse el proceso de curacion, mientras que esto
no ocurre cuando las lesiones son crénicas [Gressner y cols 2002]. Existen numerosos
reportes que muestran que el proceso fibrético hepatico esta regulado por el TGF-,
por su accion profibrogénica. Las células estelares hepaticas son inducidas por el TGF-
B para diferenciarse en miofibroblastos y producir mayores cantidades de proteinas de
matriz extracelular [Wells, 2000]. Sin embargo recientemente ha sido reportado que los
hepatocitos son reconocidos como importantes células que participan activamente en el
proceso fibrogénico, ademas de las CEH.

Se ha reportado que los hepatocitos sintetizan factor de crecimiento de tejido
conectivo (CTGF) tanto en cultivo y en el dafio hepatico, ademas el CTGF es sobre
regulado por el TGF-B, y los hepatocitos son probablemente la principal fuente de
CTGF [Gressner y cols., 2008].

El CTGF se propuso entonces como un importante modulador rio abajo de TGF-
B, lo que amplifica la accién profibrogénica de esta citocina en el higado y en otros
tejidos [Leask y Abraham 2006]. EI TGF-B induce la expresion del CTGF en los
hepatocitos y la fibrogénesis. La activacion a través del dominio intracelular de receptor
de cinasa ALK5 desencadena la fosforilacion de Smad2 pero no de Smad3
permitiendo translocacion nuclear con un mediador comudn, la Smad4 vy
subsecuentemente la expresion CTGF (figura 9). El papel crucial del CTGF en la
fibrogénesis se muestra por una importante sobre modulacién en el higado fibrético.
Por lo tanto, CTGF aparece como un blanco terapéutico interesante para combatir la

fibrosis y la cirrosis.
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Figura 9. Modelo del TGF-B induce sintesis de matriz extracelular y fibrogénesis (Muriel y Arauz,
2010).
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4.4 El café y las enfermedades hepaticas.

El café se encuentra entre las bebidas mas consumidas en el mundo, es
apreciado por su aroma y sabor, pero el contenido de cafeina desempefia un papel
importante en su popularidad. El café es una mezcla quimica compleja conteniendo
mas de un millar de diferentes productos quimicos incluidos carbohidratos, lipidos,
vitaminas, alcaloides, compuestos nitrogenados y compuestos fenélicos [Spiller, 1998].

Durante el proceso de tostado del grano existe una pérdida de agua, asi como la
degradacion de muchos de los compuestos antioxidantes, sin embargo, no existe
mucha diferencia entre los antioxidantes totales y los diferentes grados de tostado del

grano. [Daglia et al., 2000].

Sin embargo, desde el punto de vista de la concentracion total del café, antes de
la deteccion del compuesto original o sus metabolitos en el cuerpo, y los efectos
fisiologicos, hay esencialmente sdlo tres ingredientes que son importantes: la cafeina,
diterpenos alcoholes (cafestol y kahweol), y acido clorogénico y otros polifenoles
(McCusker et al., 2003). La mayoria de los estudios sobre los efectos en la salud del
consumo del café en los humanos ha sido observacional. En los ultimos afios una serie
de estudios han sugerido posibles riesgos asociados con el consumo de café, sin

embargo, los resultados son controvertidos.

Algunos investigadores han reportado que el consumo del café incrementa los
factores de riesgo cardiovasculares, tales como aumento de la presion sanguinea y
aumento del colesterol [Nurminen y cols., 1999; Jec y cols., 2001] pero estudios
prospectivos no reportan un incremento de los factores de riesgo cardiovasculares
[Myers y Basinsk, 1992; Kawachi y cols., 1994].

Mas recientemente, el consumo de café se ha asociado con una reduccion en el
riesgo de varias enfermedades crénicas. Varios investigadores han centrado su
atencion en la relacién entre el consumo de café y las enfermedades hepaticas. Los
cientificos de los Institutos Nacionales de Salud han informado que el aumento en el
consumo de café se asocia con una progresion mas lenta de la fibrogénesis en

pacientes con enfermedad hepéatica alcohdlica cronica, asi también en una reduccion
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en la incidencia de hepatocarcinoma (HCC), y estos efectos benéficos sobre la salud
humana, son a consecuencia de sus componentes especificos contenidos en esta
bebida, tales como el cafestol, kahweol, acido clorogénico, acido nicotinico y la cafeina
[Tanaka y cols., 1998, Corrao y cols., 2001, Ruhl y Jeverhart, 2005].

Existe evidencia de que las personas que consumen 3 0 mas tazas de café
presentan menor dafio hepatico. Sin embargo no se ha encontrado una relacion causal
entre el consumo de café y las enfermedades hepaticas [Benoit y cols., 2001]. El
consumo de café se asocia con una progresion mas lenta de la fibrogénesis en
pacientes con enfermedad hepatica alcohdlica cronica, y una reduccion en la incidencia
de la cirrosis. Sin embargo, los mecanismos moleculares por los que el café ejerce

estos efectos no se han identificado (Tabla 2).

Tabla 2. Relacién entre el café y las enzimas hepaticas.

Referencia Pais Asociacion
Japon: 12687 hombres y Café: inversa
Tanaka et al., 1998. mujeres , 40-69 afos V-GTP, ALT, AST
Japon: 1353 trabajadores de Café: inversa
Nakanishi et al.,2000. oficina varones, 35-59 afios GGT

Café: relacion dosis

Corrao et al.,, 2001. ltalia: 732 respuesta entre cafe y el
riesgu de cirrosis

Estados Unidos:
Ruhl y Everhart . 2005 5944 personas Café: inversa (ALT)
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5. MODELOS EXPERIMENTALES DE DANO HEPATICO.

Diferentes modelos de dafio hepatico pueden proveer herramientas utiles para el
estudio de la patologia hepatica. Muchas de las lesiones agudas y cronicas conocidas
del higado pueden ser inducidas experimentalmente; éstas incluyen necrosis (local,
masiva o difusa), esteatosis, lesién venular hepética y cirrosis de diferentes tipos

morfoldgicos [Muriel, 2007].

5.1 Modelo de Tioacetamida (TAA)

La TAA (CHsCSNHz), comenzé a utilizarse como fungicida de los naranjos y
cobro importancia en 1943 cuando se detecté su presencia en el jugo con el
consiguiente riesgo para la salud. La tioacetamida ha sido muy utilizada en la
investigacion desde 1948, fecha en la que se afirm6 que su administracién crénica
producia cirrosis hepatica [Fitzhugh y Nelson, 1948]. Se ha demostrado que son varios
los productos resultantes del metabolismo de la TAA: acetamida, sulfato (CH3CSONH2)
y sulfoxido (CHsCSO2NHz) (figura 10). El primero de ellos no produce lesiones
hepaticas, ni siquiera en dosis muy altas; el sulfato, en cambio, posee una elevada
capacidad para originar necrosis en higado. El sulféxido de tioacetamida resulta por la
acciéon de una mono-oxigenasa microsomal ligada al citocromo P450 sobre la TAA.
Algunos autores indican que aun es posible la activacion de la TAA-sulfoxido hasta
TAA-sulfona por medio de la isoenzima hepatica, y que ambos serian los responsables
de los efectos toxicos [Castro y cols., 1974].

Precisamente los niveles microsomales de citocromo P450 descienden como
consecuencia de la administracion de la TAA [Hunter y cols., 1977]. La mayoria de los
estudios aceptan que la cirrosis producida por la TAA es similar a la enfermedad
humana, ya que existe bastante similitud en los cambios histolégicos y bioquimicos

entre ambos tipos de cirrosis.
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En general se puede afirmar que la cirrosis producida por TAA reproduce las
alteraciones morfoldgicas y bioquimicas de la cirrosis humana: la hipertension portal,
las disminuciones en el flujo sanguineo portal, en la excrecidon hepéatica y los contenidos
del citocromo P450 y de glucdégeno hepaticos, la elevacion de la fosfatasa alcalina
sérica, asi como las alteraciones histoldgicas y del metabolismo lipidico producidas por
la administracion de TAA. Sin embargo, no se puede dejar de sefalar que, por
supuesto, existen diferencias con la enfermedad humana. Entre ellas destacan dos: el
agente etiologico y la reversibilidad de las lesiones. En efecto, las alteraciones debidas
a la TAA acaban desapareciendo, algunas en cuestién de dias o semanas y otras al
cabo de varios meses [Zimmermann y cols., 1987].
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Figura 10. Metabolismo de TAA y dafio hepético.
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6. JUSTIFICACION

En México las enfermedades crénicas del higado se ubican desde 1990 como la
guinta causa de muerte, obteniendo un porcentaje del 5.9% del total de defunciones en
el 2006 y ocupa el primer lugar en hombres de 30 a 64 afios de edad, debido
principalmente al consumo en exceso de alcohol (INEGI).

En la actualidad, el numero de farmacos utilizados en el tratamiento de las
enfermedades hepaticas es reducido y Unicamente son utiles para disminuir los
sintomas de la enfermedad. Cuando la cirrosis hepatica se encuentra en una etapa
avanzada, el trasplante de este érgano es el ultimo recurso, no debemos olvidar que la
disponibilidad de o6rganos es limitada, adem&s de que se presentan otros
inconvenientes como la falta de compatibilidad entre el donador y receptor entre otros.
Debido a esto y ante la falta de tratamientos efectivos contra estos padecimientos, es
necesario ampliar el conocimiento sobre los mecanismos por los que se establecen las
enfermedades hepéticas, con el fin de disefiar y generar terapias Utiles para estos
padecimientos. Actualmente se cuenta con modelos de dafio hepatico experimentales
Utiles que mimetizan algunos estados patolégicos clinicos.

El café es una bebida de alto consumo, a la cual se le han atribuido acciones
benéficas en el higado, por lo tanto el realizar estudios in vivo del café asi como
algunos de los compuestos que estan contenidos en él, seran relevantes para

considerarlos como opciones terapéuticas en las enfermedades hepaticas.
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7. HIPOTESIS.

El dafo hepatico inducido por la administracion cronica de TAA en ratas,
produce un aumento de las especies reactivas de oxigeno lo que trae como
consecuencia la activacion de las células de Kupffer promoviendo la expresion de la
citocina profibrogénica TGF-B y su inductor rio abajo CTGF el cual amplifica el proceso
fibrético, estas citocinas promueven la activacion de las células estelares hepaticas a
un tipo miofibroblasto, aumentando la sintesis de matriz extracelular y disminuyendo su
degradacion hasta producir fibrosis. La administracion concomitante de café y café
descafeinado, y dos de sus principales compuestos como son; cafeina y &cido
nicotinico, previenen el dafio hepatico debido a sus propiedades antioxidantes y a su

capacidad de disminuir la expresion de TGF-f3.
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Figura 11. Representacion esquemética de la hipoétesis.

26



8. OBJETIVOS.

General.

Evaluar el posible efecto hepatoprotector del café, café descafeinado, cafeina y acido

nicotinico en el modelo de dafio hepatico inducido por TAA en la rata.

Especificos.
« Evaluar el efecto del café, la cafeina y el acido nicotinico en la prevencion del

dafo hepatico inducido por TAA.

« Evaluar el efecto antioxidante del café, la cafeina y el &cido nicotinico en el

modelo de dafio hepatico con TAA.

« Caracterizar el posible efecto anti-fibrético del café, café descafeinado, cafeinay
acido nicotinico mediante la inhibicion de la expresion del CTGF inducida por
TGF-B, en el modelo de TAA.
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9. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL.

Se utilizaron ratas Wistar macho con un peso inicial de 110-130g. La fibrosis fue
inducida por la administracion de 200 mg/kg de TAA por via intraperitoneal cada tercer
dia durante 8 semanas, concomitantemente de forma diaria se administré por via oral
café y café descafeinado a una dosis de 300 mg/kg, de manera similar se administrod
cafeina y acido nicotinico a una dosis de 20 mg/kg. El café y sus compuestos fueron
administrados de manera diaria con sus respectivos controles, tal como se muestra en

la siguiente figura:

1 |n = 10 Control

2. n=20 TAA

3. n=20 TAA + café

4.\n =20 TAA + descafeinado

5. m=20 TAA + cafeina

E-In = 20 TAA + acido nicotinico

7.ln=10 Control + café

8. n=10 Control + descafeinado

9 m=10 Control + cafeina |
10, n=10 Control + acido nicotinico

8 semanas

Figura 11. Esquema de tratamiento en el modelo de prevencion.

Para cumplir los objetivos planteados se utilizaron los farmacos mostrados en la
siguiente tabla.

Tabla 3. FArmacos evaluados y dosificacion.

FARMACO DOSIS
Tioacetamida (TAA) 200 mg/kg i.p
Café 300 mg/kg p.o
Café descafeinado 300 mg/kg p.o
Cafeina 20 mg/kg p.o
Acido Nicotinico 20 mg/kg p.o
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Control: A este grupo se la administro agua destilada (vehiculo con el cual se
administro la TAA), mas agua mili Q (vehiculo con el cual se administraron los
farmacos)

Al término del tratamiento los animales se sacrificaron para obtener una muestra
de sangre por puncién cardiaca, se extrajo el higado y se realizaron las

determinaciones experimentales mostradas en la figura 11.

Western Blot:

—— A - TGF-p
« CTGF

« a-SMA

IL-10

/ * MMP-13

Estrés oxidativo:

-

+ Glutatién peroxidasa
+ Peroxidacion lipidica

Enzimas Hepaticas: Histologias:
*  Hematoxilina'y
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Figura 12. Determinaciones experimentales.

Ademas se realiz6 un ensayo de RT-PCR para monitorear los niveles de RNAmM de

las siguientes proteinas:

TGF-B (Factor de crecimiento transformante beta)

CTGF (Factor de crecimiento transformante de tejido conectivo)
a-SMA (Alfa actina del musculo liso)

Col a1 (Colagena alfa 1)

YV V V VYV V

TIMP-1 (Inhibidor de metaloproteinasa 1)
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10. METODOLOGIA.

10.1 Actividad de alanino amino trasferasa (ALT).

La actividad de la enzima alanina aminotransferasa se determina por el método

de (Reitman y Frankl, 1957), en el que se mide el complejo colorido formado por el

piruvato y la 2,4 dinitrofenilhidrazina, que se absorbe a 515nm.

Se rotularon los tubos blancos y problemas para cada muestra.

La determinacion se realiza de la siguiente manera:

BLANCO (ml) PROBLEMA (ml)
Solucién de sustrato 0.25 0.25

Suero Problema 0.05

Mezclar y agitar suavemente, incubar a 37°C durante 60 min.

Reactivo cromégeno 0.25 0.25
Suero problema. 0.050
Incubar a 37°C durante 15 min.

NaOH 0.4 N. 25 2.5

Leer los tubos a 515 nm.
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10.2 Determinacion de la actividad de la gamma glutamil transpeptidsa (y-GTP)

El fundamento de la determinacion de la actividad enzimatica de la y-GTP es
qgue el sustrato, la glutamil-p-nitroanilida, en presencia de la enzima y-GTP y del
receptor y-1-glutamil, como lo es la glicil-glicina, produce y-1-glutamilglicina y p-
nitroanilina que se puede cuantificar con un espectrofotometro a 410nm [Glossmann y
Neville, 1972].

En un tubo de ensaye de 13x100mm se agregaron los siguientes reactivos:
e 400 pl de Tris-HCI 200 mM, pH 8.2
e 100 pl MgCl2 200 mM
e 100yl Glicil-glicina 40 mM, pH 8.2
e 200 pl Gamma-glutamil-p-nitroanilida 10 mM.

v Previa incubacion por 10 min a 37 C, se inicia la reaccion al agregar 200 uL de
plasma.

v' Se incuba a 37 C durante 30 min, y se detiene la reacciéon con 2 ml de acido
acético 1.5 M.

v' Se lee a 410 nm en el espectrofotémetro.
v" Se hace un blanco sustituyendo los 200 uL de plasma por agua.

v La actividad enzimatica se determina interpolando el valor de la muestra en una
curva estandar de p-nitroanilina y se reporta en umol de substrato hidrolizado

por litro de plasma por minuto.
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10.3 Determinacion de la fosfatasa alcalina (FA).

Se siguio la técnica que a continuacion se describe (Berger y Rudolph, 1963).

Se rotularon los tubos blancos y problemas para cada muestra.

1.- 0.25 ml buffer de glicina 0.1 My MgCl2 1mM, pH 10.5

2.- 0.25 ml de sustrato p-nitro fenilfosfato.

3.- Colocar los tubos en bafio maria a 37°C por 5 minutos.

4.- Anadir 50 pl de la muestra, mezclar suavemente.

5.- Incubar 30 minutos a 37°C.

6.- Parar la reaccion con 5 ml de NaOH 0.02 N, agitar por inversion.
7.- Leer absorbancia a 410 nm.

El blanco es idéntico pero colocando 50 ul de agua en lugar de muestra.
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10.4 Determinacién del glucégeno hepatico.

La determinacion del glucogeno hepatico se realiza con la técnica de la antrona
(Seifter y cols, 1950).

1) Se pesan 0.5 g de higado en tubos de tapon esmerilado, se les adiciona 1.5 mi
de KOH al 30%, se tapan y se hierven en bafio de agua durante 30 min.

2) Después de enfriar los tubos, se pasa la solucidén cuantitativamente a un matraz
volumétrico de 25 ml, y se afora con agua agitando.

3) Del matraz anterior se toma de 40 a 160 uL con pipeta volumétrica , llevandolo a
1 ml en tubos esmerilados de 13x100, por duplicado , se prepara ademas un
tubo blanco con 1 ml de agua y otros 2 estandares con 20 pL de una solucion de
glucosa estandar (1 mg/ml) se lleva a 1 ml con agua.

4) Se prepara una solucién de antrona 0.2% en H2SO4 concentrado. Se afiaden
2ml a cada tubo enfriado sobre hielo agitando suavemente con ayuda de una
bureta.

5) Se tapan los tubos frios y se ponen en un bafio de agua hirviendo por 15 min.

6) Se enfrian de inmediato sobre agua con hielo. Se leen a 620 nm.

CALCULOS

20 X A(mtra)
= ug de glucégeno en la alicuota

1.11 X A(std)

A(mtra) = Absorbancia de la muestra.

A(std) = Absorbancia del estandar.

Se expresan los resultados como gramos de glucogeno/100 g de higado teniendo en
cuenta las diluciones realizadas.
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10.5 Determinacion del grado de peroxidacion lipidica.

Esta técnica es colorimétrica y se basa en el método del acido tiobarbitdrico que
reacciona con el Malondialdeido y sus subespecies reactivas oxidadas [Buege y Aust,
1978].

Reactivos:

- Tris HCI 150 mM pH=7.4
- Acido Tricloroacético (TCA) al 15%
- Acido Tiobarbitarico (TBA) 0.375% p/v en TCA al 15% (Se prepara en

elmomento la cantidad necesaria)

Procedimiento:
1. Pesar 0.5 g de higado.
2. Homogenizar en 5 ml de agua.
3. Tomar 300 pl del homogenado al 10% y agregar 700 pl de Tris-HCI 150 mM
para
4. completar 1 ml
5. Incubar a 37°C por 30 minutos.
6. Agregar 2 ml de TBA al 0.375% disuelto en TCA al 15 %.

7. Poner a ebulliciéon por 45 minutos.

8. Centrifugar a 3000 rpm por 10 minutos y leer el sobrenadante a 532 nm.
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10.6 Determinacion de proteinas por el método de Bradford.

Esta determinacion se efectia por el método de [Bradford, 1976], en el que las
proteinas se unen al azul brillante de Coomasie. Este Ultimo presenta dos coloraciones,

rojo y azul. La forma de color rojo se convierte en azul cuando se une a las proteinas.

Reactivos:

- Acido Fosforico al 85 % 100 ml
- Alcohol Etilico 50 ml
- Azul de Coomasie G-250 100 mg

- Aforar a un litro con agua.

Procedimiento:

1. Se toman 100 ul del homogenado y se lleva a 1,000 ul el agua tridestilada.

2. Tomar alicuotas para proteinas y llevarlas a 100 pl con agua (20 pl de la dilucién

anterior + 80 pl de agua tridestilada).

3. El blanco se prepara poniendo 100 ul de agua.

4. Afadir 2.4 ml del reactivo.

5. Leer absorbancia a 595 nm.

6. Se prepara una curva de calibracion utilizando Albumina sérica bovina (1mg/ml).
Poniendo 0, 10, 15, 25, 20, 30, 35, 40, 45, 50 pl.

7. Completar con agua a 100 pl
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10.7 Determinacién de la actividad enziméatica de la GPx.

El método de Lawrence y Burk [Lawrence y Burk, 1976] fue utilizado para
analizar la actividad de la GPx con hidroperéxido de cumeno como sustrato. Una
alicuota de 1.5 ml del homogenizado de higado al 10% con buffer de fosfato de potasio
(75 mM, pH 7) se filtr6 a través de muselina y se centrifug6é a 900 g por 5 mina 4°C. La
mezcla de reaccion contenia 200 pl del sobrenadante obtenido de la centrifugacion del
homogenado, 2 ml de buffer de fofato de potasio (75mM, pH 7), 50 pl de glutatién (60
mM), 0.1 ml de 30 UmlI? de glutation reductasa, 0.1 ml de EDTA (15 mM), 0.1 ml de B-
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH 3mM) y 0.3 ml de agua. La reaccion
se inicié con la adicién de 0.1 ml de hidroperoxido de cumeno (35 mM). La oxidacion de
NADPH se registro a 340 nm durante 4 min y la actividad enzimatica se calculo como
los nmol de NADPH oxidado mintmg? de proteina utilizando un coeficiente de
extincion molar de 6.22x10°M-1cm™.
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10.8 Determinacion del contenido de coladgena (hidroxiprolina).

10.

11.

12.

La técnica se basa en el método de Rojkind y Gonzalez [1974}.

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

Se agregan 2 ml de HCI 6N y se sellan con el mechero ¢ soplete, para
posteriormente colocarlas a 100°C en el horno durante 24 hrs.

Una vez hidrolizada la muestra, se rompe la ampolleta y se coloca
nuevamente al horno a temperatura de 60-80°C aproximadamente 24 hrs o
hasta que seque.

Las muestras ya secas se resuspenden con 2 ml de solucién amortiguadora
(Sol. 1); se agitan vigorosamente en el vortex y se vacia en un tubo de
ensaye, las ampolletas se lavan con la adicién de 1 ml de la misma solucién.
Centrifugar a 3000 rpm durante 15 min.

En un tubo conteniendo una pequefia porcion de anorita se deposita el
sobrenadante, se agita durante un minuto, centrifugar a 3000 rpm por 15 min,
Si se observa que el sobrenadante no queda claro repetir nuevamente este
paso.

Se toma 1 ml de este sobrenadante mas 1 ml de H20 y 1 ml de cloramina T
(Sol. 2). Se deja reposar exactamente 20 minutos a temperatura ambiente.
Se hace un blanco.

Transcurridos los 20 min, se adicionan 0.5 ml de tiosulfato de sodio 2 M, 1 ml
de NaOH 1N y aproximadamente 2 g de NaCl. Se agitan inmediatamente
para detener la reaccion.

A cada tubo se le agregan 6 ml de tolueno y se agitan por 1 minuto. La fase
de tolueno se utiliza para la determinacion de prolina y la fase acuosa para la
hidroxiprolina.

Se extrae la capa de tolueno y se desecha. La porcién acuosa se cubre y se
coloca a un bafo de agua hirviendo durante 20 minutos.

Los tubos se enfrian 15 minutos preferentemente en refrigerador. Ya frios se
les adiciona 6 ml de tolueno y se agitan durante 1 min.

De la fase de tolueno se toman alicuotas por duplicado de 1 ml y se les
agrega 4 ml del reactivo de Ehrlich y se agitan vigorosamente.

Se dejan reposar durante 30 minutos para que se lleve a cabo la reaccion
colorida. Pasados los mismos, leer a 560 nm.
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10.9 Histologia.

La técnica utilizada fue la tincion Tricromica de Masson (TM) la que busca

tefiir a las bandas de colagena hepatica en color azul, el nucleo celular en color

negro y el citoplasma en color rojo [Masson, 1929]. Se lleva acabo el siguiente

procedimiento:

Los cortes de higado se depositan en un vial conteniendo una solucién fijadora de

formaldehido (formol) al 10% en PBS, el tiempo minimo de fijacion es de 24 horas.

Los cortes se lavan con agua corriente, se deshidratan en alcoholes y se embeben

en parafina. Se hacen cortes de 6-7 micras de grosor y se cubren con silano. Se

realiza lo siguiente:

1)

2)
3)

4)

5)
6)

7
8)

9)

Las rebanadas se desparafinan y rehidratan con xileno, alcohol absoluto y
alcohol al 95%.

Se enjuagan con agua destilada.

Se sumergen en el fijador de Bouin por 1 hr a 56 °C, o toda la noche a
temperatura ambiente.

Se enfrian y lavan con agua corriente hasta que el color amarillo
desaparece.

Se enjuagan con agua destilada.

Se sumergen en la solucién de hematoxilina de hierro de Weigert por 10
min. Se lavan con agua corriente al mismo tiempo.

Se enjuagan con agua destilada.

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

Se enjuaga con agua destilada.

10)Se colocan en la solucién de acido fosfomolibdico/acido fosfotungstinico por

10 a 15 min antes de la solucion de anilina de azul y en acido
fosfotungstinico acuoso al 5% por 15 min antes del contraste verde claro.

Se desecha la solucion.

11)Se colocan en la solucién de anilina azul por 5 a 10 min o con la solucion

verde claro por 1 min. Se recupera la solucion.
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12)Se enjuagan con agua destilada

13)Se lava con agua acética el 1% por 3 a 5 min. Se desecha la solucion.
14)Se lava con alcohol al 95%.

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

16)Se lavan con xileno ( dos cambios de alcohol)

17)Se montan en el polimero Permount o balsamo.

39



10.10 Western Blot de las citocinas TGF-B8, CTGF, a-SMA, 1L-10, MMP-13.

El reactivo “Tripure™ lIsolation Reagent (Roche)” fue utilizado para aislar la
proteina total de las muestras de tejido de higado de acuerdo con las instrucciones
del fabricante para la obtencién de una fraccién enriquecida en proteinas en la
cual se determind la concentracion de estas por el medio el método del acido
bicinconinico. Posteriormente, 50 ug de proteina de cada muestra fue cargada en
un gel de poliacrilamida-SDS al 12% para su separacion por electroforesis en
condiciones desnaturalizantes. Una vez hecho este proceso, las proteinas
separadas en el gel fueron transferidas a una membrana PVDF (BIO-RAD) por
medio de una cdmara de transferencia humeda. Posteriormente, las membranas
fueron tratadas durante 30 min con una solucién de bloqueo de leche descremada
al 5% y Tween 20 al 0.05%. las membranas fueron incubadas durante toda la
noche con anticuerpos primarios dirigidos contra las citocinas TGF-8,
metaloproteinasa de matriz (MMP-13) (MAB1032 y MAB13426, respectivamente;
Millipore Corp. Billerica, MA, USA), interleucina-10 (IL-10), CTGF (SC-57245 and
SC-14939, respectivamente; Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA,
USA) y alfa actina del musculo liso (a-SMA,) (A5691; Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA). Al dia siguiente las membranas fueron lavadas y posteriormente expuestas
al anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa de rabano (Zymed) durante 2
horas. Finalmente la deteccion de las bandas de interés se llevo a cabo con un kit
de quiolumininscencia (Amersham). La intensidad de las bandas de sefial para la
proteina de interés fueron digitalizadas y analizadas por densitometria utilizando el
software lab Works 4.0 imaging. Se llevaron a cabo correcciones de la cantidad de
proteina cargadas con el gel utilizando un anticuerpo monoclonal con la proteina

estructural B-actina (Perez-Severiano y cols, 2002)
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10.11 Zimograma para MMP-2 Y 9.

Geles de SDS-poliacrilamida al 10% se co-polimerizaron con gelatina (1
mg/mL) y se utilizan para separar las proteinas totales, los geles se recuperan y se
lavan 3 veces por 30 min, empleando una solucion de Triton X-100 AL 2.5%,
mediante agitacion constante. Posteriormente, se incuban con buffer de
activacion, el cual contiene: Tris-HCI 0.05 M pH 7.4, NaCl2 10 mM y NaN3z 0.02%,
por 36 h. A continuacion el gel se tifie con azul de Coomasie R-250, para lograr

apreciar las bandas de degradacion.

10.12 Extraccion de RNA y RT-PCR.

Se aislé el RNA total de higado de rata utilizando Trizol (Invitrogen) y la
concentracion y pureza del RNA se determiné mediante la medicién de la relacion
de absorbancia A260-A280 nm. Posteriormente, 1 ug de ARN total fue tratado con
DNAasa | (New England Biolabs) siguiendo las instrucciones del fabricante,
usando M-MLV transcriptasa inversa (Invitrogen), y 2 ul del cDNA resultante fue
amplificado por PCR con Taq polimerasa (Invitrogen). La secuencia de los
cebadores utilizados para amplificar el TGF-B, CTGF, a-SMA, colageno a1,
inhibidor de metalopeptidasas 1 (TIMP-1), las condiciones del cDNA y PCR se
presentan en la Tabla 4. Como control positivo se utilizo cDNA de B-actina. Las
imagenes fueron digitalizadas con un sistema de imagenes BioDoc-It Imaging
System (UVP).
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Table 4. Primers usados para RT-PCR

Gene Numero de acceso al Secuencia del primer Numero de | Tm (°C) | Tamaifio del
Banco de Gen ciclos producto (bp)
TGF-p NM 021578.2 F 5 AACCCCCATTGCTGTCCCGT 3° 35 58 190
R 5> TTCAGCCACTGCCGGACAAC 3’
CTGF NM 022266.2 F 5> CAAGGACCGCACAGTGGTT 3° 35 58 196
R 5> ACTCTGCTTCTCCAGCCTGC 3’
a-SMA NM 031004.2 F 5> GAATGAACGCTTCCGCTGCC 3° 35 58 185
R 5> TCCTGTCAGCAATGCCTGGG 3°
Collagen a 1 NM 053304.1 F5 TTCAGCTTTGTGGACCTCCG 3’ 35 58 192
R 5> TAGCACGCCATCGCACACA 3’
TIMP-1 NM 053819.1 F 5 CTGCAACTCGGACCTGGTT 3’ 35 50 200

R 5> GGTTCTGGGACTTGTGGACA 3’
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10.13 Analisis estadistico.

Todas las determinaciones se hicieron por duplicado. Se obtuvo la media y el error
estandar para cada uno de los diferentes indicadores medidos en los grupos de
tratamientos.

Para cada uno de los indicadores se aplico un analisis de varianza de una sola
variable (ANOVA de una via), seguido de una prueba de Tukey. Se considerd que

hubo una diferencia significativa cuando p< 0.05.
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11. RESULTADOS.

11.1 Actividad enzimatica de la alanino aminotransferasa (ALT).

La ALT es una enzima presente en los hepatocitos, un incremento en los
niveles séricos de esta enzima refleja un aumento en la permeabilidad de la
membrana plasmatica y por tanto un dafio a los hepatocitos. En la figura 13
podemos observar cOmo se encuentra incrementada la actividad de esta enzima.
de manera significativa en el grupo tratado con TAA durante 8 semanas (p< 0.05).
Los tratamientos con café, café descafeinado, cafeina y &cido nicotinico
previnieron parcialmente el incremento de la actividad de esta enzima (p< 0.05).

Los grupos control mostraron valores similares al grupo control.
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Figura 13. Actividad enzimética de la alanino aminotransferasa, ALT. La actividad de la enzima
fueron determinadas en plasma. Cada barra representa el promedio de cada grupo * el error
estandar. a, diferencia significativa con respecto al control p<0.05. b, diferencia significativa con

respecto al grupo de TAA p<0.05.
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11.2 Actividad enziméaticade laFAy, y-GTP.
La figura 14 muestra la actividad enzimética de la fosfatasa alcalina y de la

y-glutamil transpeptidasa, los cuales son marcadores de dafio por colestasis. Para
ambas enzimas se encuentran incrementada en su actividad por el tratamiento
con TAA durante 8 semanas con respecto al grupo control. Se puede observar la
capacidad tanto, del café y café descafeinado, asi como de la cafeina y acido
nicotinico de prevenir de manera total la actividad de la y-GTP. Sin embargo este

efecto fue parcial pero de manera significativa para FA.
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Figura 14. Actividad enzimatica de la fostatasa alcalina, FA y g-glutamil transpeptidasa, y-
GTP. Cada barra representa el promedio de cada grupo + el error estandar. a, diferencia
significativa con respecto al control p<0.05. b, diferencia significativa con respecto al grupo de TAA

p<0.05.
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11.3 Contenido de glucdgeno hepatico.

En la figura 15 se observa como en el grupo de dafio por TAA el nivel de
glucégeno disminuyd drasticamente al compararse con el grupo control, sin
embargo solo se puede apreciar un efecto protector por parte de la cafeina y acido

nicotinico los cuales previnieron la disminucion del contenido de glucogeno.
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Figura 15. Determinacion del contenido de glucégeno.
Cada barra representa el promedio de cada grupo * el error estandar.
a, diferencia significativa con respecto al control p<0.05.

b, diferencia significativa con respecto al grupo de TAA p<0.05.
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11.4 Peroxidacion lipidica.

La peroxidacion lipidica (figura 16) es un marcador de estrés oxidativo a
nivel membranal, el cual se incrementdé de manera importante y significativa en el
grupo tratado con TAA comparado con el grupo control. Los 2 compuestos y los 2
farmacos fueron capaces de prevenir el incremento de manera total en la
produccion de MDA, producto de la peroxidacion lipidica. Los grupos controles por

si solos no muestran ningun efecto.
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Figura 16. Determinacién del grado de peroxidacion lipidica.
Cada barra representa el promedio de cada grupo * el error estandar.
a, diferencia significativa con respecto al control p<0.05.

b, diferencia significativa con respecto al grupo de TAA p<0.05.
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11.5 Actividad enzimatica de la glutation peroxidasa (GPx).

La GPx es la enzima responsable de catalizar la reduccion del peroxido de
hidrogeno, los hidroperéxidos organicos y los peroxidos lipidicos utilizando
glutation reducido, protegiendo a las células contra el dafio oxidativo. La figura 17
muestra como el grupo de dafo disminuye la actividad de esta enzima en
comparacion con el grupo control. Ademéas observa que tanto el café, café
descafeinado, cafeina y acido nicotinico respectivamente, lograron prevenir

parcialmente la disminucién de la actividad de la GPx .

B
o

o
o

3
RN

nmol NADHPH™ min"'mg 'prot

LMY

N
-

v/

%
e
[y

%
%

Figura 17. Actividad enzimética de la glutation peroxidasa.
Cada barra representa el promedio de cada grupo * el error estandar.
a, diferencia significativa con respecto al control p<0.05.

b, diferencia significativa con respecto al grupo de TAA p<0.05.
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11.6 Contenido de colagena.
Uno de los mejores indicadores de dafio crénico al higado es el incremento

de la sintesis de colagena, marcador de fibrosis. La figura 18 podemos apreciar
que al finalizar el tratamiento de TAA por 8 semanas, se acumula
aproximadamente 4 veces la cantidad normal de esta proteina. Para los 4 grupos
experimentales encontramos de forma similar que disminuye importantemente la
deposicion de colagena de manera significativa. La administraciéon de cada unos
de los compuestos (café y café descafeinado) y farmacos (cafeina y acido

nicotinico) no tuvieron efecto alguno en este parametro por si solos.

mg/g higado

Figura 18. Determinacion de los niveles de colagena.
Cada barra representa el promedio de cada grupo = el error estandar.
a, diferencia significativa con respecto al control p<0.05.

b, diferencia significativa con respecto al grupo de TAA p<0.05.
Para corroborar los resultados de las pruebas bioquimicas, realizamos 2 tinciones:

de eosina y hematoxilina y Tricromica de Masson en cortes histolégicos de higado
de rata de cada uno de los grupos.
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En la figura 19 en el panel Ay E corresponde a cortes de higado de grupo
control, observamos la arquitectura normal del higado y la carencia de fibras de
colageno. Por el contrario en los paneles B y F, se muestra claramente la
distorsion importante de la arquitectura del parénquima, la presencia de zonas
necréticas y finalmente, en color azul podemos apreciar las fibras de coldgeno que
son caracteristicas de la fibrosis hepatica, esto por el tratamiento crénico de TAA.
Los paneles C y G muestran las histologias de los grupos que recibieron
tratamiento farmacologico con café, los paneles D y H TAA con café descafeinado.
En ellas podemos confirmar los resultados que obtuvimos en la determinacion
bioguimica del contenido de coladgena e incluso de la indicada por la ALT con

respecto a la necrosis.

11.7 Histologias de H&E y Tricromica.

Tinciéon de Hematoxilina
eosina (H&E)

A: Control

B: TAA

C: TAA + Café

D: TAA + Descaf.

Tincién Tricrémica

E: Control

F: TAA

G:TAA + Café

H: TAA + Descaf.
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En la figura 20 en los paneles C y G muestran cortes histolégicos de
higados tratados con cafeina mas TAA y en los paneles D y H acido nicotinico
mas TAA respectivamente donde se puede apreciar una diminucién de la

deposicion de matriz extracelular inducida por TAA (panel By F).

Tincion de Hematoxilina
eosina (H&E)

A: Control

B: TAA

C: TAA + Cafeina

D: TAA + Ac nicotinico

Tincién Tricrémica

E: Control

F: TAA

G:TAA + Cafeina

H: TAA + Ac nicotinico

Figura 20. Tincién de H&E y tricromica en cortes histolégicos de higado.
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11.8 Western blot de la citocina TGF-B.

La administracion cronica de TAA por 8 semanas logré incrementar
significativamente la expresion del TGF-B con respecto al grupo control, sin
embargo cuando se administro café (TAA+CC) y café descafeinado (TAA+DC)

lograron disminuir el incremento de la expresion de TGF-B (figura 21).
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Figura 21. Western blot de la citocina TGF-.

Los valores son expresados como el incremento de la relacién D.O. normalizada con el valor del
grupo control (control = 1). Adicionalmente se muestra el control de carga B-actina. Las barras
representan el promedio de tres ratas + el error estandar.

a, diferencia significativa con respecto al control p<0.05

b, diferencia significativa con respecto al grupo de TAA p<0.05
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Por otro lado, de manera interesante el tratamiento farmacolégico con acido
nicotinico logro prevenir la sobre expresion del TGF-B de manera significativa, sin
embargo el tratamiento con cafeina pudo prevenir de manera total la expresion de
la citocina. Se puede apreciar que la cafeina y el acido nicotinico no tiene efecto

por si solo sobre el TGF- (figura 22).
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Figura 22. Western blot de la citocina TGF-B, tratamiento con cafeina y acido nicotinico
respectivamente.

Los valores son expresados como el incremento de la relacién D.O. normalizada con el valor del
grupo control (control = 1). Adicionalmente se muestra el control de carga B-actina. Las barras
representan el promedio de tres ratas + el error estandar.

a, diferencia significativa con respecto al control p<0.05

b, diferencia significativa con respecto al grupo de TAA p<0.05
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11.9 Western blot de la citocina CTGF.

En el grupo de dafio se observa aumento de la expresion del CTGF, el cual
se ve reflejado a causa del incremento del TGF-B. Se muestra en los grupos
experimentales tratados con café (TAA+CC) y café descafeinado (TAA+DC),
fueron capaces de prevenir el aumento del CTGF de manera significativa (figura
23).
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Figura 23. Western blot de CTGF.

Los valores son expresados como el incremento de la relacién D.O. normalizada con el valor del
grupo control (control = 1). Adicionalmente se muestra el control de carga B-actina. Las barras
representan el promedio de tres ratas + el error estandar.

a, diferencia significativa con respecto al control p<0.05

b, diferencia significativa con respecto al grupo de TAA p<0.05
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De manera interesante el tratamiento con acido nicotinico logro disminuir la
expresion del CTGF de manera significativa, en cambio el tratamiento con cafeina

logra prevenir de manera total la expresion del CTGF (figura 24).
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Figura 24. Western blot de la citocina de CTGF, en el tratamiento con cafeinay acid6
nicotinico.

Los valores son expresados como el incremento de la relacién D.O. normalizada con el valor del
grupo control (control = 1). Adicionalmente se muestra el control de carga B-actina. Las barras
representan el promedio de tres ratas + el error estandar.

a, diferencia significativa con respecto al control p<0.05

b, diferencia significativa con respecto al grupo de TAA p<0.05
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11.10 Western blot de la citocina a-SMA.

Para la alfa actina del musculo liso (a-SMA), que es una proteina que se
expresa primordialmente las CEH cuando se encuentran diferenciadas hacia el
fenotipo miofibroblasto. Se muestra que esta proteina se encuentra incrementada
de manera significativa en el grupo de dafio con respecto al grupo control. Ademas
el tratamiento con café (TAA+CC) y café descafeinado (TAA+DC) fueron capaces
de prevenir de manera parcial pero significativa el aumento de la a-SMA (figura
25).
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Figura 25. Western blot de la a-SMA.

Los valores son expresados como el incremento de la relacién D.O. normalizada con el valor del
grupo control (control = 1). Adicionalmente se muestra el control de carga B-actina. Las barras
representan el promedio de tres ratas + el error estandar.

a, diferencia significativa con respecto al control p<0.05

b, diferencia significativa con respecto al grupo de TAA p<0.05
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Interesantemente el tratamiento farmacoldgico con cafeina disminuy6é de
forma total la expresion de la a-SMA, de manera similar la administracion de acido
nicotinico se observa un reduccion de la expresion de esta proteina de manera
parcial pero significativa. Se aprecia que la administracion de cafeina y é&cido

nicotinico por si mismos no muestran ningln cambio en esta proteina (figura 26).
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Figura 26. Western blot de la a-SMA, en el tratamiento con cafeina y acidd nicotinico.

Los valores son expresados como el incremento de la relacién D.O. normalizada con el valor del
grupo control (control = 1). Adicionalmente se muestra el control de carga B-actina. Las barras
representan el promedio de tres ratas + el error estdndar.

a, diferencia significativa con respecto al control p<0.05

b, diferencia significativa con respecto al grupo de TAA p<0.05

57



11.11 Western blot de la citocina IL-10.

La interleucina (IL-10) es una importante citocina inmunorreguladora que es
capaz de inhibir la sintesis de citocinas proinflamatorias producidas por
macrofagos y células T. Se puede observar en el grupo de dafio un incremento
significativo con respecto al control, pero al administrar tanto café como café
descafeinado, logran disminuir la expresion de la IL-10 de manera parcial pero

significativa (figura 27).
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Figura 27. Western blot de la IL-10.

Los valores son expresados como el incremento de la relacién D.O. normalizada con el valor del
grupo control (control = 1). Adicionalmente se muestra el control de carga B-actina. Las barras
representan el promedio de tres ratas + el error estandar.

a, diferencia significativa con respecto al control p<0.05

b, diferencia significativa con respecto al grupo de TAA p<0.05
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Interesantemente la administracion de cafeina logré prevenir de manera
total la expresion de la IL-10 producida por TAA (TAA+cafeina). La cafeina por si

sola no muestra actividad en esta proteina (figura 28).
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Figura 28. Western blot de la IL-10.

Los valores son expresados como el incremento de la relaciéon D.O. normalizada con el valor del
grupo control (control = 1). Adicionalmente se muestra el control de carga (3-actina. Las barras
representan el promedio de tres ratas + el error estandar.

a, diferencia significativa con respecto al control p<0.05

b, diferencia significativa con respecto al grupo de TAA p<0.05
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11.12 Western blot de la citocina MMP-13.

La metaloproteinasa 13 (MMP-13) es una enzima encargada de la
remodelacion de la MEC, principalmente en la degradacion de colagena. Se puede
apreciar que el tratamiento crénico con TAA promueve la expresion de esta
enzima con respecto al grupo control, debido al dafio inducido por la hepatotoxina,
sin embargo en los grupos donde se administr6 café (TAA+CC) y café
descafeinado (TAA+DC) se observa que hubo una disminucion de la expresion

MMP-13 de manera parcial pero significativa (figura 29).
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Figura 29. Western blot de la MMP-13.

Los valores son expresados como el incremento de la relacién D.O. normalizada con el valor del
grupo control (control = 1). Adicionalmente se muestra el control de carga B-actina. Las barras
representan el promedio de tres ratas + el error estandar.

a, diferencia significativa con respecto al control p<0.05

b, diferencia significativa con respecto al grupo de TAA p<0.05
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11.13 Actividad de las MMP-2y 9.

La actividad gelatinolitica de la MMP-2 y MMP-9 fueron analizadas
mediante zimografia (figura 30). Se observa que en grupo administrado con TAA
aumenta la actividad de la MMP2 y MMP-9 en comparacion al grupo control. Sin
embargo, los grupos que se les administro café (TAA+CC y TAA+DC) lograron

disminuir la secrecion y por tanto la actividad de estas MMPs.
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Figura 30. La actividad de las metaloproteinasas de matriz MMP-2 y MMP-9. Fueron
analizadas por zimograma usando como substrato en el gel, gelatina. Muestras de higado fueron
analizadas del grupo de ratas control, grupo de ratas tratadas TAA, grupo de TAA + café
(TAA+CC), grupo de TAA+café descafeinado (TAA+DC)y los grupos tratados con café (CC) o café
descafeinado (DC) solos. Un control positivo para la zimograma se obtuvo a partir de cultivos
confluentes de células MCF10A tratados con 400 mg dI-! de etanol durante 25 h. Los valores son
expresados como el incremento de la relacion D.O. normalizada con el valor del grupo control
(control = 1). Las barras representan el promedio de 3 ratas + el error estandar. a, diferencia
significativa con respecto al control p<0.05, b, diferencia significativa con respecto al grupo de TAA
p<0.05
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En cambio con el tratamiento farmacoldgico con cafeina (TAA+cafeina) se
observa que la actividad de la MMP-9 disminuye de manera parcial pero
significativa con respecto al grupo de dafio (TAA), por otra parte, la cafeina
disminuye de manera importante la actividad de la MMP-12. La cafeina por si sola
no produce ningun cambio en la actividad de las MMPs (figura 31).
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Figura 31. La actividad de las metaloproteinasas de matriz MMP-2 y MMP-9. Fueron
analizadas por zimograma usando como substrato en el gel, gelatina. Muestras de higado fueron
analizadas del grupo de ratas control, grupo de ratas tratadas con TAA, grupo de TAA + café
(TAA+CC), grupo de TAA+café descafeinado (TAA+DC)y los grupos tratados con café (CC) o café
descafeinado (DC)solos. Un control positivo para la zimograma se obtuvo a partir de cultivos
confluentes de células MCF10A tratados con 400 mg dI-! de etanol durante 25 h. Los valores son
expresados como el incremento de la relacion D.O. normalizada con el valor del grupo control
(control = 1). Las barras representan el promedio de 3 ratas + el error estandar. a, diferencia
significativa con respecto al control p<0.05, b, diferencia significativa con respecto al grupo de TAA
p<0.05
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11.14 Ensayo de RT-PCR para TGF-B, CTGF, a-SMA, Col a1 y TIMP-1.

El tratamiento crénico de TAA durante 8 semanas aumento los niveles de
RNA mensajero (RNAm) de TGF-B, CTGF, a-SMA, Col a1 y TIMP-1. Al
administrar cafeina (T+C) se observa que disminuyen los niveles de RNAm de
TGF-B, CTGF, a-SMA y Col a1, sin embargo no hubo ningun efecto en el TIMP-1
(figura 32).
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Figura 32. Ensayo de RT-PCR para TGF-B, CTGF, a-SMA, Col a1 y TIMP-1.
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13.DISCUSION.

La mayoria de los estudios sobre los efectos del consumo del café en la
salud de los seres humanos han sido de tipo observacional. Las preocupaciones
sobre los posibles riesgos para la salud ocasionados por el consumo del café y la
cafeina que plantean diversas investigaciones epidemioldgicas en el pasado,
probablemente fueron exacerbados por las asociaciones entre el consumo
elevado de café y conductas no saludables, tales como el tabaquismo y la
inactividad fisica [Willet y cols, 1996].

En este trabajo nos centramos en los efectos en el consumo del café sobre
las enfermedades del higado, en el cual se muestra que el café previene la fibrosis
experimental inducida por TAA, donde probablemente los compuestos como
cafeina y acido nicotinico juegan un papel muy importante. EI mecanismo de
accion se debe a sus propiedades antioxidantes, pero principalmente por el
bloqueo de la citocina profibrogénica TGF-B y esta a su vez disminuye la
expresion de su mediador rio abajo el CTGF trayendo como consecuencia una
atenuacion del proceso inflamatorio.

Las principales causas de la fibrosis / cirrosis hepética incluyen el abuso en
el consumo de alcohol, infecciones a causa de virus de hepatitis B o C, colestasis
y esteatohepatitis no alcohdlica. La cirrosis es la consecuencia final de la fibrosis
la cual se caracteriza por la formacion de nodulos de regeneracion y con funcion
hepatica alterada. La fibrosis hepatica resulta del dafio crénico y a la capacidad
del higado para regenerarse, los hepatocitos son sustituidos por MEC. La
alteracion de la cantidad y composicion de la MEC es una caracteristica de la
mayoria de las enfermedades hepéticas cronicas [Bataller y Brenner, 2005].
Diversos estudios demuestran que la respuesta fibrogénica en el higado es
altamente regulada por el TGF-f3, ya que altera el equilibrio normal entre la sintesis
y la degradacién de los componentes de la MEC, el cual promueve un aumento en
la sintesis aunado paralelamente con un descenso en la actividad proteolitica
general de la MEC [Wells, 2000]. EI TGF-B promueve la diferenciacion de las
HSCs a tipo miofibroblasto los cuales aumentan la sintesis de proteinas de MEC
[Gressner et al., 2002].
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En este estudio se muestra que el café y el café descafeinado inhibieron
parcialmente, pero de manera significativa, el aumento de la expresion de TGF-$
producida por la administracién crénica de TAA y como consecuencia previnieron
la fibrosis hepatica. Sin embargo el café un una mezcla de miles de compuestos,
donde cualquiera de ellos son responsables de tener actividad farmacoldgica.
Desde el punto de vista de concentracion del café y sus metabolitos activos se ha
reportado que la cafeina, los diterpenos (cafesto y kahweol), acido nicotinico y
otros polifenoles presentan efectos fisiolégicos [McCusker et al., 2003]. Por otro
lado, al administrar acido nicotinico y cafeina se observa una disminucién
significativa de la expresion del TGF-B, sin embargo, este efecto se mostr6 mas
acentuado con la cafeina ya que esta disminuy0 los niveles de RNAm para esta
proteina.

Recientemente se ha reportado que los hepatocitos son células que
participan activamente en el proceso fibrogénico, ademas de las HSC. Se mostro
gue los hepatocitos son la fuente principal de sintesis de factor de crecimiento de
tejido conectivo (CTGF), estos experimentos se realizaron en cultivo como dafio
hepéatico, ademas se encontr6 que el CTGF es sobre regulado por el TGF-B1, y
estos hepatocitos son la principal fuente de CTGF [Weng y cols, 2007; Gressner y
cols, 2008]. ElI CTGF se propuso entonces como un importante modulador rio
abajo del TGF-3, lo que amplifica la accion profibrogénica de esta citocina en el
higado y en otros tejidos. El papel crucial del CTGF en la fibrogénesis se muestra
por una importante sobre regulacion de ECM en higados fibréticos [Leask y
Abraham 2006].

Al administrar TAA se observa un incremento significativo de la expresion
del CTGF de manera significativa respecto al grupo control, por otra parte, cuando
se administro el café y café descafeinado estos disminuyen la expresion de esta
proteina. De manera similar el tratamiento farmacolégico con acido nicotinico y
cafeina bloquea la expresién del CTGF, donde los efectos positivos mas marcados

se muestran con la cafeina al reducir los niveles de RNAmM del CTGF.
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Interesantemente el mono fosfato de adenosina ciclico (AMPc) se identifico
como un inhibidor del CTGF debido a la induccion del TGF-f3, y la cafeina y otras
metilxantinas son bien conocidos por elevar los niveles de AMPc intracelular
mediante la inhibicién de la actividad de fosfodiesterasa [Duncan y cols, 1999].

En conjunto, esta informacién proporciona evidencia molecular que indica
que el café, en este caso cafeina, puede constituir una molécula util para la lucha
contra la fibrosis y la cirrosis. Gressner y cols, (2008a) investigaron el efecto de la
cafeina sobre el CTGF como un modulador profibrogénico de las acciones
inducidas por el TGF-B. Estos investigadores encontraron que la cafeina inhibe la
expresion del CTGF en las células hepaticas debido a la induccion de la
degradacion proteasomal de Smad 2 y por la inhibicion de la fosforilacion de
Smad 3 y 1, ademas por la sobre regulacion de la expresion del receptor de
peroxisoma-proliferador- activado gamma (PPARy) [Gressner et al., 2008a,
2008b].

En un higado normal, las HSCs tienen tres funciones fisiologicas
principales: almacenamiento de vitamina A, produccién de MEC en el espacio de
Disse y también posee un papel en la regulaciéon del flujo de la microcirculacion
sinusoidal. Por otra parte, en respuesta al dafio hepatico las HSCs se someten a
un proceso de "activacion" el cual se caracteriza por la proliferacion y la
transformacién a miofibroblastos principalmente inducida por el TGF-B. En
respuesta a su activacion, las HSCs muestran un aumento de la expresion de la
a-SMA en el citoplasmatica [Geerts, 2001; Safadi y Friedman, 2002].

La a-SMA es una isoforma de actina y un marcador especifico de la
diferenciacion celular del musculo liso. Por lo tanto, la expresion de la a-SMA ha
sido utilizada para identificar las HSCs activadas que muestran un fenotipo
miofibroblastico [Carpino y cols, 2005;. Schmitt y cols, 1991]. Nuestros resultados
muestran un aumento en la expresion de a-SMA en el grupo tratado con TAA
indicandonos asi que la administracion TAA promueve la activacion de las CEH.
En cambio los grupos que fueron tratados con café y café descafeinado,

disminuyeron la expresion de la a-SMA de manera parcial pero significativa.
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Sin embargo, el acido nicotinico y la cafeina fueron capaces de prevenir el
aumento de la expresion de la a-SMA. Interesantemente la cafeina reduce los
niveles de RNAm de la a-SMA. Los resultados muestran que el café y
particularmente la cafeina y el acido nicotinico previenen la transformacion de las
CEH.

Las HSC juegan un papel crucial en la fibrosis hepatica, porque en
respuesta al dafio hepatico pierden su capacidad de almacén de vitamina A la cual
se somete a cambios funcionales y morfolégicos la cual es un proceso complejo
llamado “activacion”. Este proceso es caracterizado por una alta proliferacion
celular y transformacion a miofibroblastos. Una vez activadas las HSC aumentan
la sintesis de colageno fibrilar (colageno tipo | y tipo 1ll) y son el principal tipo de
células que produce MEC en el tejido del higado dafiado [Consolo y cols, 2009].
Una de las caracteristicas de la fibrosis hepatica es un aumento de la MEC. En
este trabajo se muestra que al administrar TAA por 8 semanas aumenta la
deposicion de colagena con respecto al grupo control, pero al administrar café
disminuyen los niveles de colagena estos efectos pueden ser atribuidos a la
cafeina, la cual también previene el aumento de coladgena. De manera similar el
café descafeinado disminuye la sintesis de colagena inducida por TAA, sugiriendo
esto que otros compuestos ademas de la cafeina juegan un papel muy importante
en la disminucion de la fibrogenesis. Por otra parte, interesantemente el acido
nicotinico tiene la capacidad de prevenir el aumento de la sintesis de colagena.

El incremento de la sintesis de MEC por parte de las HSC una vez que son
activadas se debe a un incremento en la expresion de metaloproteinasas de matriz
(MMPs) y sus inhibidores (TIMPs). Las MMPs son una familia multi-dominio de
endopeptidasas dependientes de zinc las cuales degradan diferentes
componentes estructurales de la MEC y muchas moléculas bioactivas (Butler y
cols, 1998). La adecuada regulacion de la degradacion y la sintesis de la MEC es
esencial para el mantenimiento de la homeostasis en respuesta al dafio del tejido,
y un desequilibrio en la expresion de los TIMPs y las MMPs que estan presentes
en el dafo hepatico y la fibrosis inducida por compuestos hepatotoxicos [Consolo
y cols, 2009].
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La administracibn de TAA promueve la sintesis de matriz extracelular, la
cual fue prevenida por la administracion de café y de algunos de sus componentes
(acido nicotinico, y cafeina). La cafeina disminuyo los niveles de RNAm de
colagena tipo 1. Estos datos fueron corroborados por los estudios
histopatoldgicos, ya que al realizar las tinciones (H y E y Tricrémica) de los cortes
histologicos del grupo tratado con TAA nos muestra una deposicion excesiva de
matriz extracelular, la cual fue disminuida por el café y café descafeinado, asi
también por la cafeina y el acido nicotinico.

El ensayo por zimografia muestra un incremento en la actividad enzimatica
de la MMP-2 y de la MMP-9 en el grupo tratado con TAA respecto al grupo control,
sin embargo, los grupos que tratados con café y café descafeinado
respectivamente muestran una disminucion en la actividad enzimatica tanto de
MMP-2 y de la MMP-9. Este mismo efecto mostraron los grupos tratados con
acido nicotinico y cafeina los cuales disminuyeron la actividad de éstas MMPs
inducidas por la administracion de TAA, donde de manera notable disminuyé la
actividad enzimatica de la MMP-2 para ambos casos. De manera similar este
efecto se observo en el ensayo de Western blot para la MMP-13.

El aumento de los niveles de RNAm para TIMP-1 se observo en el grupo de
TAA, sin embargo los componentes del café no tuvieron ningun efecto. Nuestros
resultados apoyan lo mostrado por Park y cols, [2010], quienes observaron que la
TAA provoca un aumento en la expresion de las MMP y los inhibidores (TIMPS).
Por lo tanto, la disminucién de la actividad de las MMPs puede estar vinculada a la
atenuacion de los procesos inflamatorios y fibroticos.

En la mayoria de los tejidos incluyendo el higado, la produccion constitutiva
de citocinas se encuentra ausente o es baja. Sin embargo, estimulos fisiol6gicos y
patolégicos activan a diversas células, para producir estas moléculas efectoras
gue pueden viajar a su célula diana por via autocrina, paracrina y endocrina, y a

su vez, orquestan la respuesta al estimulo [Dinarello, 1996].
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Las citocinas son mediadores de diversos estimulos en el higado como la
inflamacion, la muerte celular, colestasis y fibrosis, pero, paradéjicamente, también
son mediadores en la regeneracion del higado después de una lesion [Friedman,
2000; Tilg y Diehl, 2000]. La IL-10 es producida por linfocitos del tipo Th2, asi
como por monocitos, macrofagos y diversos tipos celulares. Es una citocina
inmunosupresora por excelencia, inhibiendo la sintesis de muchas otras citocinas,
la cual regula a la baja la respuesta proinflamatoria y tiene un efecto modulador
sobre la fibrogénesis hepatica [Hung, 2005].

Los presentes datos muestran que la expresion de la IL-10 se redujo
significativamente cuando se administr6 café entero y café descafeinado en
comparaciéon con el grupo de TAA. Interesantemente la cafeina bloguea la
expresion de manera total del la IL-10 inducida por TAA. Esto sugiere que el café
previene el proceso de inflamacion hepéatica.

En este estudio, se utiliz6 el modelo de dafio hepético inducido por la
administracion cronica de TAA. Este modelo induce la fibrosis/cirrosis asociada
con la muerte de hepatocitos y la activacion de las células de Kupffer (KC) y
HSCs. Ademas, se caracteriza por la elevacién de las enzimas hepéticas tales
como ALT, FA y y-GTP [Hung, 2005; Natarajan y cols, 2006; Park y cols, 2010].
Varios estudios muestran un posible efecto favorable entre el consumo del café
en la funcion hepdtica y las enfermedades del higado, los cuales se han
acumulado en las ultimas dos décadas.

Estos estudios abarcan; desde una reduccién en los niveles de las enzimas
hepaticas, disminucibn en la probabilidad de desarrollar cirrosis vy
hepatocarcinoma, y por lo tanto constituyen una muestra de datos
epidemioldgicos, asi como evidencias biolégicas y clinicas [La Vecchia, 2005].
Interesantemente, la administracion de café y café descafeinado previene
significativamente la muerte de los hepatocitos, como puede verse por la
reduccion de la actividad de ALT. Ademas previene el dafio colestasico como
puede verse por la disminucion de los niveles de FA y y-GTP. De manera similar el

acido nicotinico y la cafeina muestran estos mismo efectos.
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Investigaciones recientes han demostrado que el café es una fuente de
antioxidantes en la dieta. Los antioxidantes pueden mejorar la calidad de vida,
ayudando a prevenir o retrasar la aparicion de enfermedades degenerativas. Los
antioxidantes previenen el dafio a los tejidos mediante la reduccion o eliminacion
de especies reactivas de oxigeno. El café es rico en compuestos fendlicos (por
ejemplo, &cido clorogénico, acido cafeico), cafestol, kahweol, acido nicotinico y
cafeina, los efectos que se han mostrado in vitro son propiedades antioxidantes y
anti-mutagénicas [Sanchez y cols, 2005].

Las especies reactivas de oxigeno (como H202, OH°*, O2*, conocidos
colectivamente como ROS) desempefian importantes funciones fisioldgicas vy
también puede causar grandes dafios celulares. El estrés oxidativo es el resultado
de un desequilibrio entre la generacion de las ROS vy las defensas antioxidantes
de la célula, afecta a los principales componentes celulares, incluyendo a los
lipidos, proteinas y ADN. Este fendmeno estd estrechamente asociado con
muchas enfermedades degenerativas, incluyendo las patologias del higado
[Cesaratto y cols, 2004]. La fibrosis hepética esta asociada con el consumo
cronico del alcohol, asi como con la infeccion de virus de la hepatitis B o C, ambos
agentes etiolégicos inducen un aumento en la produccibn de las ROS
independiente y sinérgicamente. Ademas, las ROS participan en el desarrollo de la
fibrosis / cirrosis hepética en estas condiciones patoldgicas [De Minicis y Brenner,
2008; Perlemuter y cols, 2003].

Las células han desarrollado sistemas antioxidantes eficientes para prevenir
el aumento de las ROS y prevenir el estrés oxidativo.

Un ejemplo de esto es la GPx, que es un antioxidante enddgeno. En este
trabajo decidimos determinar la actividad de esta enzima, el grupo que fue
administrado con TAA disminuyd la actividad de GPx de manera significativa
respecto al grupo control. Por otra parte, cuando se utiliza café y café
descafeinado se observo una prevencion en la disminucion de la actividad de esta

enzima. El mismo efecto se mostro al administrar acido nicotinico y cafeina.
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El dafo inducido por TAA causa un aumento significativo en los niveles de
MDA, uno de los principales productos de la peroxidacion lipidica provocado por el
aumento del estrés oxidativo. Del mismo modo el café y sus compuestos (acido
nicotinico y cafeina) disminuyeron los niveles de MDA, mostrando de esta manera
una reduccion del estrés oxidativo a nivel membranal.

Los resultados presentados aqui proporcionan informacién bésica que
puede explicar los efectos benéficos observados en los ensayos clinicos que
muestran correlaciones inversas entre el consumo de café y las enfermedades del

higado.
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Resumen de resultados.

La administracion de café previene la fibrosis hepatica inducida por TAA.
Por lo tanto se puede inferir que la cafeina juega un papel importante en la

prevencion de dafio hepético.

Sin embargo otros compuestos ademas de la cafeina juegan un papel
importante en la prevencion de la fibrosis, lo cual se observé al administrar
café descafeinado, donde el acido nicotinico mostro poseer propiedades
hepatoprotectoras.

El café posee propiedades antioxidantes las cuales juegan un papel
importante en la prevencién del dafio hepético, estas propiedades pueden
ser atribuidas principalmente a la accion de la cafeina y al acido nicotinico,

los cuales mostraron capacidades antioxidantes.

El bloqueo de la expresion de la citocina profibrogénica TGF- por parte del
café, resulta en una atenuacién de los procesos de inflamacion y
fiborogenesis. En el cual la cafeina y acido nicotinico bloguearon la
expresion de esta citocina. Este bloqueo del TGF-B trae como
consecuencia la reduccién de la expresion del CTGF, el cual es un
mediador rio abajo que en gran medida amplifica los procesos inflamatorios
y fibrogénicos inducidos por el TGF-B. Esto a su ves reduce la activacion y
proliferacion de las HSC y como consecuencia disminuye la expresion de
citocinas inflamatorias. Por lo tanto, esta reduccioén en los niveles de TGF-f3
puede estar vinculada a la atenuacion de los procesos inflamatorios y

fibréticos.
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13. CONCLUSIONES.

Los presentes resultados muestran claramente que el café tiene un papel
hepatoprotector en el modelo de la fibrosis hepatica inducida por TAA. Ademas, se
proporcionan pruebas sobre su mecanismo de accion, mediante la reduccién de la
citocina profibrogénica TGF-B, esto da como resultado una disminucion en la
expresion del CTGF, y a su vez una reduccion en la proliferacion y activacion de
las HSCs y una disminucion de la expresion de citocinas proinflamatorias. Por lo
tanto, la reduccion en los niveles de TGF- puede estar vinculada a la atenuacion
de los procesos inflamatorios y fibroticos.

Por otra parte la cafeina desempefia un papel muy importante en la
prevencion del dafio inducido por TAA. Sin embargo, otros compuestos contenidos
en el café pueden tener propiedades benéficas en el higado, tales como el
cafestol, kahweol etc. En este trabajo se observd que el acido nicotinico también
muestra efectos hepatoprotectores, esto se observé cuando se utilizd el café
descafeinado.

Sin embargo, es dificil proporcionar una orientacion clara en cuanto a la
"dosis de café" necesario para obtener estos efectos benéficos ya que el método
de preparacion del café, por ejemplo, si es filtrada o hervida, y el tipo de granos de

café puede cambiar considerablemente con el tiempo y variar geograficamente.
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