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RESUMEN
El dafo crénico en el higado por diversos agentes conduce a cambios tanto

moleculares como en la arquitectura y funcionalidad del 6rgano. El objetivo de este
estudio fue evaluar la capacidad del estevidsido administrado por ocho semanas a una
dosis de 20 mg/kg de peso i. p. dos veces por dia, para prevenir la cirrosis
experimental inducida por la administracion cronica del hepatotoxico tioacetamida
(TAA) a dosis de 200 mg/kg de peso i. p. tres veces por semana por ocho semanas en
ratas Wistar macho, los animales fueron administrados de forma concomitante con el
estevidsido, con sus respectivos controles. Se evalud la integridad del higado
mediante observaciones de su morfologia macro y microscépica, ademas de la
medicion de su peso y almacenamiento de glucégeno, asi como de marcadores
enzimaticos de necrosis (alanina aminotransferasa) y de colestasis (y-glutamil
transpeptidasa y fosfatasa alcalina). Para evaluar el estado del sistema antioxidante
hepatico se realizaron mediciones del factor nuclear de eritrocitos 2 (Nrf2), asi como
de marcadores de estrés oxidante en membrana (4-hidroxinonenal y malondialdehido)
y antioxidantes (glutation reducido y glutation peroxidasa). Para evaluar el proceso
inflamatorio en los higados cirréticos se midié el factor nuclear kB (NF-xB;p65),
ademas de las citocinas pro-inflamatorias interleucina (IL)-17a, IL-1p, IL-6, TNF-a e
IL-10. Ademas, el proceso fibrogénico fue estudiado a diferentes niveles midiendo la
cantidad de colagena presente en muestras de higado, y la activacion de las células
estelares hepdticas (HSC) a través de la a-actina de mdsculo liso y el factor
transformante B1, la remodelacion de la matriz extracelular (ECM) por parte de las
metaloproteinasas (MMP)-9, MMP-2 y MMP-13, y las vias candnica y no candnica
de las Smads al mediante la determinacién de p-JNK, p-p38, p-Smad3L y Smad7. En
todos los casos anteriores, la induccion de la cirrosis por parte de la TAA modifico
los pardmetros anteriores alterando la arquitectura del higado, asi como su
metabolismo e induciendo necrosis y colestasis, o que a su vez propicié el
incremento en el estrés oxidante y el desencadenamiento de un proceso inflamatorio.
Lo anterior propicio la activacion de las HSC, con el subsecuente incremento en la
deposicion de colagena y remodelacion de la ECM. Sin embargo, el estevidsido fue

capaz de prevenir significativamente estos cambios propiciados por la TAA. Los
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resultados obtenidos en el modelo in vivo muestran por primera vez que el esteviosido
ejerce efectos antioxidantes, anti-inflamatorios y anti-fibrogénicos en la cirrosis
experimental. Para confirmar los hallazgos obtenidos en el modelo in vivo con la
administracion del hepatotoxico TAA, los efectos anti-inflamatorios y anti-
fibrogénicos se caracterizaron en un co-cultivo de células humanas HSC/VL-17A
utilizando lipopolisacarido y etanol como agentes hepatotdxicos. En ambos casos, los
dos hepatotoxicos incrementaron el nivel de mRNA tanto de los genes pro-
inflamatorios como de los pro-fibrogénicos, mientras que la incubacién con
estevidsido previno estos aumentos. Por otro lado, a través de un estudio in silico se
determino si el esteviosido es capaz de unirse a los receptores TNFR1 y TLR4-MD-2,
relacionados a la via de activacion del NF-xB mediante una prueba de docking. En
ambos casos, el estevidsido mostré una energia de union menor a cero, siendo de -0.9
kcal/mol para el TNRF1 y de -5.6 kcal/mol para el TLR4-MD-2, lo que nos sugiere
una mayor afinidad por este ultimo. Por lo anterior se concluye que el estevidsido
mostré un efecto antioxidante al regular al alta al Nrf2, anti-inflamatorio al regular a
la baja al NF-xB y antifibrético a mdltiples niveles, logrando prevenir los cambios
producidos por la cirrosis experimental, confirmandose estos efectos en co-cultivos

de células humanas.



ABSTRACT
Chronic liver damage by several agents leads to changes at the molecular level, in the

architecture, and in the functionality of the organ. The aim of the present study was to
evaluate the ability of stevioside administered for eight weeks at a dose of 20 mg/kg
of weight i.p. twice a day, to prevent experimental cirrhosis induced by the chronic
administration of the hepatotoxic thioacetamide (TAA) at a dose of 200 mg/kg of
weight i.p. three times a week for eight weeks to male Wistar rats, the animals were
administered concomitantly with stevioside and their respective controls. The
integrity of the liver was evaluated through observations of its macro and microscopic
morphology, as well as by the measurement of its weight and glycogen storage, as
well as by enzymatic markers of necrosis (alanine aminotransferase) and cholestasis
(y-glutamil transpeptidase and alkaline phosphatase). To assess the status of the liver
antioxidant system, measurements of the nuclear erythroid factor 2 (Nrf2), as well as
markers of oxidative stress in membrane (4-hydroxynonenal and malondialdehyde)
and antioxidants (reduced glutathione and glutathione peroxidase) were done. To
evaluate the inflammatory process in cirrhotic livers, the nuclear factor kB (NF-kB;
p65) was measured, in addition the pro-inflammatory cytokines interleukin (IL)-17a,
IL-1B, IL-6, tumor necrosis factor-o and IL-10 were also assessed. On other hand, the
fibrogenic process was studied at different levels by measuring the amount of
collagen in liver samples, and the activation of hepatic stellate cells (HSC) through a-
smooth muscle actin and the transforming growth factor-p1, remodeling of the
extracellular matrix (ECM) by the metalloproteinases (MMP)-9, MMP-2 and MMP-
13, and the canonical and non-canonical Smads pathway trough the measurement of
p-JNK, p-38, p-Smad3L and Smad7. Cirrhosis induced by TAA modified the
mentioned parameters, altering the architecture of the liver parenchyma as well as its
metabolism, inducing necrosis and cholestasis, which in turn led to an increase in
oxidative stress, triggering the inflammatory process. This led to HSC activation,
with the subsequent increase in collagen deposition and remodeling of ECM.
However, stevioside was able to significantly prevent these changes produced by
TAA. The results obtained in the in vivo model show, for the first time, that

stevioside exerts antioxidant, anti-inflammatory and anti-fibrogenic effects in



experimental cirrhosis. To confirm the findings obtained in the in vivo model with the
administration of TAA, the anti-inflammatory and anti-fibrogenic effects were
characterized in a co-culture of human HSC/VL-17A cells using lipopolysaccharide
and ethanol as hepatotoxic agents. In both cases, the two hepatotoxics increased
mRNA of both pro-inflammatory and pro-fibrogenic genes, while the incubation with
stevioside prevented these increases. On the other hand, an in silico study was
performed to investigate whether stevioside is able to bind to the TNFR1 and TLR4-
MD-2 receptors, related to the NF-xB activation pathway through docking test. In
both cases, stevioside showed a binding energy less than zero, being -0.9 kcal/mol for
TNFR1 and -5.6 kcal/ mol for TLR4-MD-2, which suggest a greater affinity for the
latter. Therefore, it is concluded that stevioside showed antioxidant effect by
upregulating Nrf2, anti-inflammatory effect by downregulating NF-«kB, and anti-
fibrotic properties, acting at various levels, thus preventing the changes produced by
experimental cirrhosis; these effects were confirmed by in vitro experiments of co-

cultures of human cells.



INTRODUCCION

El dafio constante en el higado, producido por diversas etiologias tales como
medicamentos, abuso en la ingestion de bebidas alcohdlicas, infecciones por virus,
alteraciones del conducto biliar, esteatohepatitis no alcoholica, etc. varian
geogréaficamente y conducen a una hepatopatia Ilamada cirrosis [1]. Durante esta
enfermedad se producen diversos cambios, que incluyen incrementos en los niveles
séricos de enzimas como la alanina amino transferasa (ALT), la fosfatasa alcalina
(FA) y la y-glutamil transpeptidasa (y-GTP), que se asocian a la pérdida en la
integridad del hepatocito, ademas, los niveles del glutation (GSH) y la glutation
peroxidasa (GPx) disminuyen, mientras que a la par se incrementa el malon
dialdehido (MDA) vy el 4-hidroxinonenal (4HNE) [2-5]. Por otra parte, el dafio
constante al 6rgano produce un proceso inflamatorio, dado por el aumento de
citocinas proinflamatorias y profibrogénicas tales como la interleucina-1(1L-1), IL-6,
IL-17a, IL-10, el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), el factor de crecimiento
transformante-p (TGF-B) y el factor de crecimiento derivado de plaguetas (PDGF),
incremento en proteinas de matriz extracelular (ECM) como la colagena y seguido a
esto un proceso de fibrosis, que se caracteriza por cicatrices en el tejido hepético [6].
Sin embargo, no existen enfoques terapéuticos exitosos para tratar las enfermedades
del higado, a pesar del alto indice de mortalidad anual debido a ellas. Por ello, se debe
enfocar la investigacion a diversas moléculas de origen natural o sintético que tengan
la capacidad de ejercer un efecto benéfico sobre dichas patologias y que pudiesen ser
futuros agentes terapéuticos.

Por lo anterior, el uso de diversos compuestos que puedan ejercer un efecto positivo
sobre la cirrosis ha sido propuesto, especial énfasis se ha hecho en los productos de
origen natural y sus derivados. Un ejemplo es la planta Stevia rebaudiana Bertoni, y
en especial el estevidsido, diterpenoide que se encuentra en altas concentraciones en
las hojas, tallo y flores, pero no en las raices de la planta de estevia [7]. El estevidsido
aporta muchos beneficios hacia la salud tales como ejercer un efecto anti-
hiperglicémico, antihipertensivo, anti-inflamatorio y anticancerigeno [8]. Sin
embargo, la capacidad del estevidsido para prevenir las enfermedades hepaticas no ha

sido investigada todavia. Por lo anterior, el esteviosido parece ser un posible
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candidato como agente farmacologico en el tratamiento de las enfermedades
hepéticas, especialmente aquellas en las que se cursa con un proceso inflamatorio

cronico tales como la fibrosis y cirrosis hepatica.

2. ANTECEDENTES

2.1 Aspectos generales del higado
El higado es la glandula mas grande del cuerpo humano, se extiende a través de la

cavidad abdominal por debajo del diafragma. En el adulto tiene un peso aproximado
de 1.5 kg, sin embargo, solo representa del 2 a 3 % de la masa corporal y consume
del 25 al 30 % del oxigeno que requiere el organismo, esto depende tanto del género
como del volumen del individuo, es de color rojo pardo y presenta forma semi-
ovoidea [9,10]. El higado se divide en cuatro l6bulos, por su parte, el ligamento
falciforme lo divide en un I6bulo derecho y un I6bulo izquierdo, ademaés presenta dos
caras, la anterosuperior y la anteroposterior, asi como un borde anterior y uno
posterior (Figura 1), cada uno con dos extremidades, la derecha y la izquierda, en la
cara posteroinferior presenta el I6bulo cuadrado por delante y el 16bulo caudado por
detras. Este 6rgano se encuentra recubierto por tejido conectivo llamado cépsula de
Glisson, la cual es resistente y delgada [10].

El higado es un érgano altamente irrigado, recibe sangre de dos fuentes principales, la
oxigenada que llega a través de la arteria hepéatica, mientras que la rica en nutrientes
(colectados desde el bazo, estbmago, pancreas, vesicula biliar e intestinos) llega a

través de la vena porta [10].

Lobulo derecho

Borde anterior

Vesicula biliar
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Figura 1. Anatomia hepatica. Se muestran el ligamento falciforme, la vesicula biliar, el l6bulo
derecho, izquierdo y caudado [11].

2.2 Funciones del higado

El higado cumple diversas funciones, siendo las principales la captacion de los
nutrientes, anabolismo, biotransformacién, almacenamiento y  catabolismo de
moléculas esenciales para el organismo, detoxificacibn de agentes nocivos y

excrecion de sustancias a traves de la bilis [11].

Metabolismo y detoxificaciéon: El higado es el encargado de mantener los niveles
glucémicos sanguineos adecuados, principalmente por almacenar la glucosa en forma
de glucogeno a través de la gluconeogénesis y la conversién de fructosa y lactosa en
glucosa. Algunas de las células del higado son capaces de procesar lipidos para
diversos procesos metabdlicos, tal es caso de los hepatocitos que almacenan
triglicéridos, degradan é&cidos grasos para producir adenosin trifosfato (ATP) vy
sintetizan lipoproteinas, que seran las encargadas de transportar a los acidos grasos,
triglicéridos y colesterol hacia otras células del organismo, ademas, las células
estelares (HSC) se encargan de almacenar vitamina A, la cual participa en diversos
procesos fisioldgicos [12]. Por otro lado, los hepatocitos retiran el grupo amino
(NH>) de los aminoacidos, este proceso se lleva a cabo para que puedan ser utilizados
en la produccion de ATP o ser convertidos a carbohidratos o grasas; el amoniaco
resultante de la desaminacion es convertido en otra molécula menos toxica llamada

urea, ésta es excretada subsecuentemente por la orina. Ademas, los hepatocitos son



los encargados de la sintesis de diversas proteinas como las plasmaticas, la albumina,
alfay beta globulinas, asi como protrombina y fibrindgeno [11].

El higado se encarga de desintoxicar la sangre de sustancias circulantes que pueden
ser originadas en diversos organos o del exterior. Gran parte de esta funcion es de
caracter fisico y es llevada a cabo por las células de Kupffer (KC), encargadas de
fagocitar bacterias y particulas. Mientras que las moléculas son biotransformadas a
través de reacciones de fase 1 (oxidacion, hidroxilacion, y otras reacciones mediadas
por las enzimas del citocromo P450) y de fase 2 (conjugacion de grupos propicios a
partir de derivados de moléculas de fase 1 o de los xenobidticos originales). El
proposito de este cambio fisicoquimico es el de obtener metabolitos inactivos o
menos reactivos y mas hidrosolubles o menos lipofilicos, siendo posteriormente
excretados ya sea por la orina o por la bilis. Por lo anterior, el higado también se ve
involucrado en el metabolismo de las hormonas esteroideas, por lo que un dafio en el

higado conlleva a una desregulacion en el sistema endécrino [12].

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

y dando el color caracteristico a las heces [11].

Almacenamiento: Ademas del glucégeno, en el higado se almacenan otras
biomoléculas esenciales para el organismo, tales como las vitaminas (A, B2, D, E'y
K) y metales (hierro y cobre), que se liberan del higado cuando son requeridos [11].

2.3 Ellobulillo hepatico
Comunmente conocido por mucho tiempo como la unidad funcional del higado,

tiene la forma de un hexadgono y mide aproximadamente 2 mm (Figura 2), en el
centro se encuentra la vena central, y desde alli se proyectan en forma radial laminas
de hepatocitos y sinusoides hepaticos. En tres angulos de la periferia de los lobulillos,
donde varios de ellos se unen, se observan las triadas portales o espacios portales, que

constan de las ramas de la vena porta, la arteria hepatica y el conducto biliar. Cabe



resaltar que este modelo estd basado en higados de cerdo, ya que en el de los
humanos resulta dificil elucidar esta estructura por no estar tan bien definida por

capas espesas de tejido conectivo [11].

Central
vein‘ ©)

~ Bile
canaliculi

Hepatic artery
(branch) /

) \
/ N\ Hepatocytes
Portal vein Bile duct

(branch)

Figura 2. Estructura de un lobulillo hepatico, se muestran las placas celulares, la vena central, los
sinusoides y el espacio portal [13].

2.4 Acino hepatico

En la actualidad es conocido como la unidad funcional y estructural del higado, es
también llamado lobulillo de Rappaport (Figura 3). Esta constituido por porciones de
dos lébulos hepaticos vecinos, obteniendo entonces una forma semi-ovalada. El eje
corto del acino estd constituido por triadas portales, mientras que el eje largo esta
definido por dos lineas curvas imaginarias que conectan dos venas centrales cerca del
eje corto. Se distinguen tres zonas (compuestas por ldminas de hepatocitos) de
diversa actividad metabodlica entre el eje corto y la vena central, los hepatocitos mas
cercanos al eje vascular o zona 1 (cercanos a la triada portal) son irrigados por sangre
rica en oxigeno, nutrientes y toxinas. Los hepatocitos de esta zona son los encargados
de almacenar la glucosa en forma de glucogeno y de realizar el proceso inverso en
periodos de ayuno. Ademas, son los primeros en mostrar cambios morfoldgicos luego
de una obstruccidn en los canaliculos biliares o exposicion a toxinas. Por otro lado, si

se presentan alteraciones en la circulacion son los ultimos en morir y los primeros en
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regenerarse. Los hepatocitos localizados en la zona 2 o intermedia reciben sangre de
menor calidad en ambos rubros, mientras que los méas alejados o de la zona 3 reciben

el menor aporte de oxigeno y de nutrientes [11].

2.5 Lobulillo portal
Es la unidad funcional centrada alrededor del conducto biliar del espacio porta

(Figura 3), esta relacionada con la secrecion exocrina del higado, ademas, es una
estructura triangular definida por tres lineas imaginarias que conectan tres venas

centrales [11].

Portal lobule Hepatic acinus

|.zone
—— |l. Zone
— lll. zone

Hepatic lobule

Figura 3. Diferentes zonas de los hepatocitos dentro del lobulillo dependiendo del flujo sanguineo
[14].

2.6 Sinusoides hepéticos

Son maés grandes e irregulares que los capilares y poseen una pared celular muy
delgada separada de las placas de células hepaticas por el espacio perisinusoidal con
su red de fibras reticulares. La pared sinusoidal se compone de células endoteliales
(LSEC) discontinuas mientras que en el interior de la luz sinusoidal se ubican las
HSC. Por los sinusoides circulan unos 1,500 mL de sangre por minuto, que proviene
de una circulacion doble, por un lado, la arterial rica en oxigeno y por el otro, la
portal rica en nutrientes y pobre en oxigeno, ambas se mezclan en el compartimento
sinusoidal para ser drenadas posteriormente en la vena central, donde la sangre fluye

hacia las venas hepaticas y posteriormente hacia la vena cava inferior [11].
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2.7 Sistema biliar
La bilis es un liquido producido por los hepatocitos que se almacena en la vesicula

biliar, desempefia la funcion de emulsificar a los &cidos grasos para que estos puedan
ser absorbidos posteriormente. Esta constituida por sales biliares (&cido célico y acido
quenodesoxicolico), proteinas, colesterol, pigmentos biliares, hormonas, varios tipos

de iones, bilirrubina (también funge como su pigmento principal) y de agua.

La bilis secretada por los hepatocitos (entre 800 a 1000 mL) entra en un sistema de
flujo que empieza en los canaliculos biliares, que son estrechos conductos
intercelulares que desembocan en los conductillos biliares, desde los cuales pasa a los
conductos biliares en la periferia de los lobulillos. Los conductillos biliares depuran
componentes del plasma, como glucosa y aminoacidos, por otro lado, el glutation es
hidrolizado en sus aminoacidos esenciales por la enzima y-GTP expresada en la
membrana apical de los colangiocitos. El principal pigmento de la bilis es la
bilirrubina, producida como resultado de la fagocitosis de los eritrocitos, secretdndose
en la bilis y siendo degradada en el intestino. Por otro lado, las sales biliares de la
bilis son las encargadas de emulsificar a los lipidos, para ser degradados

posteriormente por la lipasa pancreética [11,15].

2.8 Tipos celulares presentes en el lobulillo hepatico
En el higado coexisten diversos tipos celulares que en conjunto promueven el

correcto funcionamiento del microambiente en el 6rgano.

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

enddcrinas y secretoras en el higado, son células epiteliales especializadas y
representan cerca del 80 % de la masa hepética. Estas células tienen forma poligonal,
y se acomodan en conjuntos tridimensionales llamados laminas hepéticas, ademas
pueden entrar en contacto tanto con los sinusoides (cara sinusoidal) o los hepatocitos
vecinos (cara lateral). Cabe destacar que una porcién de la cara lateral de los
hepatocitos es modificada para formar los canaliculos biliares, mientras que las
microvellosidades estan presentes abundantemente en la cara sinusoidal y proyectan

escasamente dentro de los canaliculos biliares.
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Funcionalmente, son activos en la sintesis de proteinas, lipidos, lipoproteinas, y
glucdgeno, es por ello que presentan gran cantidad de reticulo endoplasmico rugoso
[11].

2.8.2 Células de Kupffer (KC)
Fueron descritas en 1876 por Karl Wilhelm von Kupffer como parte del endotelio,

pero en 1898 Tadeusz Browiecz las identifico como macrofagos, se situan en el
interior de la luz sinusoidal adheridas a las células endoteliales que componen lo que
ayuda en su funcion al fagocitar patégenos que circulan por la sangre arterial o portal
(Figura 4). Las KC junto con las células dendriticas y las células asesinas naturales
representan un importante componente de la respuesta innata en el higado, por su
parte, las KC representan del 80-90% de los macrofagos en tejido sugieren la
importancia del higado en la defensa localizada y sistémica. Las KC se localizan en
todo el higado, sin embargo, esta localizacién no es homogénea, existe una mayor
concentracion en la region periportal del acino hepatico, primer punto en interactuar
con patogenos que circulen en la sangre, por lo anterior, las KC de esta zona
presentan una mayor actividad fagocitica que aquellas de las zona media del acino y

de la zona perivenosa [16,17].

2.8.3 C¢élulas estelares hepaticas (HSC)
Fueron descritas por primera vez por Karl Wilhelm von Kupffer en 1876, por otra

parte, Toshio Ito en 1951, realizd la descripcidn de estas mismas células, se localizan
en el espacio subendotelial de Disse entre las LSEC y los hepatocitos (Figura 4) y
representan aproximadamente el 10% de las células residentes en el higado. Se
identifican por su capacidad de almacenar esteres de retinol en gotas de lipidos en el
citoplasma. En un higado normal, las HSC no proliferan y se mantienen en un estado
quiescente, sin embargo, cuando el higado sufre un dafio, las HSC se transdiferencian
a células parecidas a miofibroblastos, adquiriendo la capacidad para proliferar, ser
contréctiles, inflamatorias, quimiotacticas e incrementar la produccion de ECM. La
activacion consiste en dos fases principales: la iniciacion y la perpetuacion. La
iniciacion corresponde a cambios tempranos en la expresion de genes y del fenotipo,
lo que provoca que las células reaccionen a otras citocinas y estimulos, mientras que

la perpetuacion resulta de los efectos de estos estimulos sobre el mantenimiento del
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fenotipo y la generacion de la fibrosis. La iniciacion es el proceso mas largo debido a
la estimulacion paracrina necesaria, mientras que la perpetuacion involucra asas de
estimulacion tanto paracrina como autocrinas, ademas, es dependiente de un nimero
de cambios funcionales tales como la proliferacion celular y la quimiotaxis, la
fibrogénesis, el incremento en la contractilidad y la pérdida de la capacidad de

almacenar la vitamina A [18].

Cabe recalcar que el TGF-B1 es considerado como la citocina profibrogénica mas
potente, ademas de ser liberado en una forma latente por una gran cantidad de tipos
celulares presentes en el higado. Una vez que el TGF-B1 se acopla a su receptor en
las HSC, se activa la via candnica de las Smad promoviendo la activacion de las
HSC. Otras proteinas que estan involucradas en la iniciacion y perpetuacion de las
HSC son el mitdgeno PDGF y su receptor el PDGFp, el factor de crecimiento de

endotelial vascular y el factor de crecimiento de tejido conectivo [18].

2.8.4 C¢élulas endoteliales sinusoidales (LSEC)
Las LSEC constituyen la pared sinusoidal (Figura 4), y representan aproximadamente

15-20% de las células del higado, aunque solamente el 3% del volumen total del
organo. Las LSEC son células endoteliales altamente especializadas, ya que presentan
dentro de sus caracteristicas la ausencia de lamina basal y la presencia de
fenestraciones, esto junto con su capacidad endocitdtica las hacen diferentes y unicas
de cualquier otra célula endotelial del cuerpo. El tamafio promedio de las
fenestraciones varia entre 50 y 150 nm con una densidad de 3 y 23 um?, estos valores
también dependen de la localizacion en el higado, siendo mayores y mas frecuentes

cuanto mas proximo esta el endotelio al espacio portal [19].
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Figura 4. Localizacion de los tipos celulares presentes en el higado. Se muestran los hepatocitos, HSC,
KCy LSEC [20].

2.9 Danio al higado

El higado, al ser el principal 6rgano en metabolizar agentes nocivos para el
organismo, se expone a agresiones de diversa etiologia, culminando entonces en un
dafio agudo (exposicion de corto tiempo) o un dafio crénico (exposicién de tiempo
prolongada), de este modo, las funciones propias de este 6rgano pueden llegar a
perder su equilibrio y producirse diversas enfermedades hepéticas. El dafio hepatico
agudo o falla hepética aguda (Figura 5) ocurre cuando se produce un dafio masivo en
el higado, perdiendo de forma abrupta las funciones metabdlicas e inmunoldgicas al
comprometerse al menos un 70 % de la masa hepatica, lo que conduce a
encefalopatias, coagulopatias, y en muchos casos, una falla progresiva en maltiples
organos. La necrosis del tejido hepético es caracteristica de este tipo de dafio, lo que
se traduce en la pérdida del metabolismo de proteinas, carbohidratos y lipidos [21].
Por otro lado, el dafio hepatico cronico (Figura 5) se considera como aquella agresion
persistente al parénquima hepatico en conjunto con la acumulacion de proteinas de
ECM, ocasionando a su vez una distorsién del paréngquima hepatico por la formacién
de cicatrices fibréticas, y la subsecuente formacion de nddulos de regeneracion,
clasicamente se describe la inflamacion y la necrosis que persiste en el tiempo como

la causa de la fibrosis [22].
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Figura 5. Esquema de los tipos de dafio que se presentan en el higado ante algun agente etiol6gico y
tiempo de exposicion.

2.9.1 Fibrosisy cirrosis hepatica

La fibrosis hepatica resulta del dafio cronico por algun agente etioldgico acompafiada
de la excesiva deposicion de proteinas de ECM, que distorsiona la arquitectura
hepatica por la formacion de cicatrices fibréticas y la subsecuente formacion de
nddulos de regeneracion; ocurre en muchos tipos de enfermedades hepéticas crénicas,
cabe mencionar que la fibrosis en un estadio avanzado que da lugar al desarrollo de la

cirrosis [22].

2.9.1.1 Origeny diagndstico
El inicio de la fibrosis hepéatica puede ser insidioso, la historia natural esta

influenciada tanto por factores genéticos, asi como ambientales. En la mayoria de los
pacientes, la progresion hacia la cirrosis ocurre entre 15-20 afos, siendo la ascitis, la
falla renal, encefalopatia hepatica, el sangrado visceral y la hipertension portal que

resulta de un aumento en la resistencia intrahepatica combinada con un aumento en el
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flujo sanguineo portal y la vena hepatica resultan ser las mayores complicaciones de

la cirrosis.

Los pacientes pueden permanecer libres de complicaciones severas por afios, a esto
se le llama cirrosis compensada, mientras que la descompensada se asocia a una corta
supervivencia, siendo el trasplante de higado el Unico tratamiento posible. Por otro
lado, la cirrosis puede progresar hacia el cancer hepatocelular. En la Tabla 1 se
muestran los factores genéticos y ambientales asociados a la fibrogénesis.

Enfermedad hepatica Gen candidato Ambiental
-Consumo de alcohol.
- HFE. -Coinfeccion con el virus de la
-Angiotensinégeno. hepatitis B (HBV) o por
-TGF-B. infeccion del mismo.
-TNF-o. -Edad en la que se presenta
- ApoE. una infeccién aguda.
Infeccién cronica por - MEH. -Trasplante de higado.
HCV - MCP-1. -Diabetes mellitus.
- MCP-2. -Falta de respuesta a la terapia
-Factor V. antiviral
- IL-10.
-1L-1p.
- ADH.
- ALDH. -Consumo de alcohol.
Alcoholismo - CYP2EL. -Episodios de hepatitis
-TNF-o. alcohdlica.
- CTLA-4.
-TAP-2.
-MnSOD.
- HFE. -Edad.
-Angiotensindgeno. -Obesidad severa.
NASH -TGF-B. -Diabetes mellitus.

-Hipertrigliceridemia.
Cirrosis biliar primaria  -1L-1p.

-TNF-a.
-ApoE.
-Hepatitis autoinmune tipo 2.
Hepatitis autoinmune -HLA-2. -Falta de respuesta a la

terapia.
La prueba de oro para determinar la fibrosis es hasta ahora la biopsia hepética, sin

embargo, se ha propuesto el uso de ensayos de laboratorio para encontrar otros
marcadores que no supongan un riesgo, ejemplo de ellos, es la medicion de la
actividad plasmatica de enzimas como la FA, lay-GTP, la ALT y la AST [22].
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2.9.1.2 Patogénesis de la fibrosis hepética
La fibrogenesis es vista cominmente como un proceso dindmico estrictamente

relacionado a la extension y duracion del dafio al parénquima, resulta de la respuesta
que presenta el higado al curar las heridas bajo lesiones realizadas de manera
repetida; de modo que después de una lesion aguda las células parenquimatosas se
regeneran y reemplazan a las células necréticas o apoptdticas, este proceso esta
asociado a una respuesta inflamatoria y una limitada deposicion de ECM. No
obstante, si la lesion persiste, eventualmente la regeneracion hepética falla,
produciéndose entonces un sustitucion de hepatocitos en el parénquima acompafiado

de una abundante acumulacion de ECM incluyendo colagena fibrilar [23].

La fibrosis hepética est& asociada a un desbalance en la cantidad y composicion de la
EMC, presentdndose en estadios avanzados hasta seis veces mas ECM (incluyendo
colagena I, Il y 1V) que en un higado sano, como fibronectina, elastina, laminina,
acido hialurénico y proteoglicanos. Esto se debe a que disminuye la actividad de las
metaloproteinasas (MMP), que son las encargadas de remover la ECM por la elevada
expresion TIMPs [24].

Las HSC activadas (Figura 6) después de un dafio crénico adquieren capacidad
contractil pro-inflamatoria y pro-fibrogénica, ademas son las principales productoras
de ECM. Los marcadores que expresan las HSC en su estado quiescente son
caracteristicos de los adipocitos, mientras que al activarse expresan marcadores

mitogénicos tales como la a-actina de musculo de liso (a-SMA) [22].
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Figura 6. Iniciacion y perpetuacion de las HSC. Caracteristicas fenotipicas que adquieren después de
una lesion [25].

En el desarrollo de la fibrosis, una compleja interaccion entre diferentes tipos
celulares se lleva a cabo, en primer lugar los hepatocitos, por encargarse de los
procesos metabolicos en el higado, son blancos para muchos compuestos que al ser
biotransformados pueden dar lugar a moléculas hepatotdxicas, también al exponerse a
infecciones virales y sales biliares. Una vez que se produce el dafio en los
hepatocitos, estos liberan ROS o mediadores fibrogénicos e inducen el reclutamiento
de leucocitos por las células inflamatorias. Las células inflamatorias més que otras
son las encargadas de activar a las HSC para secretar la colagena, ademas, la
apoptosis de los hepatocitos dafiados estimula las acciones fibrogénicas de los
miofibroblastos hepéaticos. Las HSC activadas liberan quimosinas inflamatorias,
expresan moléculas de adhesién celular y modulan la activacion de linfocitos. Como
consecuencia de lo anterior, se produce un circulo vicioso en el que las células
inflamatorias y fibrogénicas se activan unas a otras. Por otro lado, las KC son
macrofagos propios del higado, que tienen un papel muy importante en la inflamacién
del higado al liberar ROS vy citocinas. Finalmente, los cambios producidos en la
composicion de la ECM pueden estimular directamente la fibrogénesis, por ejemplo,
la colagena tipo 1V vy el fibrindgeno son capaces de estimular a las HSC residentes

por la activacion del TGF-B1, la colagena fibrilar por su parte, se puede activar a las

18



HSC via integrinas, ademas, la ECM alterada puede servir como reservorio para

factores de crecimiento y MMPs [22].

2.9.1.3 Terapias antifibrogénicas
Existe amplia evidencia sobre el uso de posibles agentes terapéuticos en modelos de

cirrosis experimental. En este sentido, varios compuestos de origen natural han
demostrado poseer efectos positivos sobre esta hepatopatia. Muchos de los
tratamientos se enfocan en el hecho de prevenir el desarrollo de la fibrogénesis,
particularmente al bloquear la activacion de las HSC. Algunos ejemplos de estos
compuestos son la naringenina [26], la quercetina [27] y la hoja de estevia [28]; todos
han demostrado ser capaces de prevenir y/o revertir la cirrosis experimental,
principalmente al bloquear la activacion de las HSC al intervenir dentro las vias
candnica y no candnica de las Smads, ademas de poseer efectos antioxidantes e
inmunoreguladores. Lo anterior demuestra que el uso de las terapias de origen
natural puede ser una herramienta eficaz en la prevencién de la fibrosis y la cirrosis

en el humano.

Por otro lado, muchos blancos terapéuticos han sido propuestos para el desarrollo de
farmacos antifibréticos, entre ellos se incluyen reducir el agente causal primario,
reducir el dafio utilizando hepatoprotectores, bloquear la activacién de las HSC,
promover la apoptosis o reversion de las HSC activadas y estimular la degradacion de
la ECM.

2.9.1.4 Modelo de dafio hepatico inducido por TAA
El uso de modelos experimentales para el estudio de la cirrosis ha ayudado de sobre

manera a entender tanto los mecanismos fisiopatol6gicos como los moleculares en el
desarrollo y progresion de esta hepatopatia. Casi todas las lesiones que se pueden
presentar en el humano pueden ser inducidas experimentalmente, ya sea la necrosis,

la esteatosis, las lesiones venulares hepaticas, la colestasis y la cirrosis.

En los modelos de dafio hepatico se pueden utilizar tanto animales completos o
cultivos celulares, el uso de los animales completos es esencial para demostrar que
cierto agente es capaz de causar un efecto nocivo con relevancia fisioldgica. En el uso

de animales, las ratas destacan debido a su facil manipulacién y bajo costo respecto
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de otros modelos, ademas, el uso de un modelo en comun permite hacer correlaciones

con los hallazgos realizados por diversos grupos de trabajo.

Uno de los hepatotoxicos mas ampliamente utilizados que emula la cirrosis es la
TAA, anteriormente se utilizaba como solvente para la industria del papel y
tratamiento del cuero, este compuesto es soluble en agua y en alcohol; ademas de ser
hidrolizable por &cidos y bases, también puede reaccionar con sales y metales
pesados. La TAA se biotransforma en tioacetamida sulféxido (TASO) por la isoforma
CYP2E1 o por la flavin monooxigenasa (FMO) (Figura 7), un radical altamente
reactivo, el cual posteriormente también puede ser biotransformado por la misma
enzima a tioacetamida disulfoxido (TASOy), estos dos metabolitos son capaces de
inducir dafio a las membranas celulares y otros organelos produciendo peroxidacion
lipidica, asi como especies reactivas de oxigeno (ROS) por la unién covalente a
macromoléculas como proteinas en sus lisinas de las cadenas laterales, llevando a un
estado de estrés oxidante y agotamiento del sistema antioxidante, todo esto, a su vez,
conlleva en dafio centrolobulillar y lesion en el higado que desencadena un proceso
inflamatorio, posterior fibrogénesis y desarrollo de cirrosis hepética por la activacion
de las HSC [29,30].
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Figura 7. Formacion de metabolitos de la TAA. Estructura de la TAA (1), de la TASO (2), de los
tautomeros de la TASO; (3 y 4) y del &cido acetil sulfinico (5) [31].
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2.10 Esteviosido
El estevidsido es un glucoésido diterpenoide (terpenos con 20 carbonos; figura 8), que

se compone de un esqueleto llamado esteviol (aglicona) unido a tres moléculas de
glucosa, este diterpenoide se extrae de la planta Stevia rebaudiana Bertoni, que es
originaria de las regiones de Paraguay y Brasil, de esta misma planta se extraen
compuestos relacionados con el esteviosido con los que comparte como esqueleto
comun al esteviol, estos compuestos son los rebaudiésidos A-E y dulcésido A. Cabe
mencionar que el esteviosido es el diterpenoide mayoritario con una relacion de 5-

10% en las hojas secas de estevia, seguido por el rebaudiosido A con un 2-4%.

El esteviosido es considerado como un substituto de la sacarosa y endulzante natural,
esto se debe a que es 300 veces mas dulce que la sacarosa. Sin embargo, a pesar de
su sabor dulce, el estevidsido también presenta un resabio amargo después de
probarlo. El estevidsido se ha utilizado en gran variedad de productos alimenticios
como mariscos deshidratados, salsa de soja, dulces, etc. En paises como Brasil, Corea
y Japon se ha aprobado su consumo en humanos, mientras que en E.U.A. se utiliza
como suplemento alimenticio. Por su parte el Joint FAO/WHO Expert Committee on
Food Additive (JECFA) propuso temporalmente que el consumo de esteviésido fuese
de 5 mg/kg en el 2006. Una vez que ingresa por via oral, el estevidsido es hidrolizado
por bacterias de la microbiota en el tracto gastrointestinal para cortar las moléculas de

glucosa del esteviol.

Dentro de los efectos terapéuticos que se le han encontrado al esteviosido estan el
anti-hiperglicémico, antihipertensivo, anti-cancerigeno y anti-inflamatorio [8]. En
éste ultimo apartado, se ha demostrado la capacidad del esteviésido tanto en modelos
in vivo como en in vitro, al ser usado como agente anti-inflamatorio en inflamacion
causada en la piel por 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato[32]. En otros estudios, el
estevidsido previno la liberacion de las citocinas TNF-a e IL-1p, asi como de 6xido
nitrico en células THP1 (monocitos humanos) expuestas a LPS, al interferir con la via
de sefalizacion del NF-«xB, importante factor de trascripcion dentro de la respuesta

inmunoldgica. Ademas, en el mismo estudio, el estevidsido mostrd interaccionar con
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el toll-like receptor 4 (TLR4), receptor importante durante la inflamacion
por bacterias gram negativas [33,34].
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Figura 8. Estructura quimica del estevidsido.
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2. HIPOTESIS

Debido a las propiedades farmacoldgicas reportadas para el estevidsido, éste
prevendrd la inflamacion en producida por una lesion hepética y el subsecuente
desarrollo de la cirrosis experimental en un modelo in vivo, asi como la regulacién a
la alta de genes pro-inflamatorio y pro-fibrogénicos en un modelo in vitro que

mimetiza el microambiente hepatico.
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3. JUSTIFICACION

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

como posibles agentes terapéuticos.
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4. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar el efecto hepatoprotector del estevidsido para prevenir la lesion

hepética inducida por agentes hepatotdxicos en modelos in vivo e in vitro.

5.2 Objetivos particulares

Determinar la capacidad del esteviosido para mantener la integridad
morfolégica y funcional del higado al ser expuesto de manera cronica a la
TAA.

Comprobar su efecto antioxidante al mantener los valores basales del sistema
redox después de la administracion del hepatotoxico.

Determinar la capacidad del esteviosido para evitar la colestasis y necrosis
inducidas por la exposicion crénica a la TAA.

Estudiar el efecto del esteviosido para prevenir la inflamacién ejercida por el
dafio con la TAA.

Evaluar el efecto del estevidsido como agente antifibrogénico para prevenir la
activacion de las células estelares hepaticas ante la exposicion a los
hepatotdxicos LPS y EtOH en un modelo in vitro de co-cultivo con
hepatocitos recombinantes.

Evaluar el potencial del estevidsido para prevenir la deposicién de colagena
ejercida ante la exposicion crénica a la TAA.

Determinar si el estevidsido es capaz de acoplarse a receptores relacionados a
la via candnica de activacion del NF-kB a traves de ensayos in silico.
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5. MATERIALES Y METODOS

Materiales.
El estevidsido, la TAA, el LPS, el DPPH', la hematoxilina, la BSA, la cloramina-T, el

acido tiobarbiturico, la L-y-glutamil-p-nitroanilina, el p-dimetilaminobenzaldehido y
el p-nitrofenilfosfato utilizados en este estudio fueron obtenidos de Sigma-Aldrich
(St Louis, MO, USA). El etanol, el metanol, el tolueno, la eosina y el formaldehido
fueron obtenidos de J. T. Baker (Ciudad de México, México). El resto de los

reactivos utilizados en el proyecto fueron de la mejor calidad comercial posible.

Disefio experimental con el uso de animales (in vivo).
En todos los experimentos realizados, se utilizaron ratas Wistar macho obtenidas de

la Unidad de Produccion y Experimentacion de Animales de Laboratorio (UPEAL)
perteneciente al Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto
Politécnico Nacional (Cinvestav-IPN) y manejadas de acuerdo con la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z0O0-1999. Especificaciones técnicas para la produccion
cuidado y uso de los animales de laboratorio. Se ocuparon ratas macho de la cepa
Wistar con una n final de 8 y con un peso inicial aproximado de 100-120 g; la dosis
de TAA fue de 200 mg/kg y se calculé de acuerdo al promedio del peso de las ratas.
La administracién de la TAA se realizd tres veces por semana por un periodo de
ocho semanas por via intraperitoneal (i.p.). La TAA se disolvid en solucion salina
para su administracion. La dosis del estevidsido se calculé de la misma manera que
para la TAA, siendo de 20 mg/kg de peso. La administracion se realizdé por un
periodo de ocho semanas dos veces por dia de forma intraperitoneal i.p. El
esteviodsido utilizoé el mismo vehiculo que la TAA. Las ratas se organizaron en grupos

para su evaluacién, quedando de la siguiente forma:

e Grupo 1: Ratas tratadas control.
e Grupo 2: Ratas tratadas con TAA.
e Grupo 3: Ratas tratadas de forma simultanea con TAA y esteviosido.

e Grupo 4: Ratas tratadas con estevidsido.

Una vez termind el periodo de tratamiento, las ratas fueron sacrificadas bajo anestesia

con una mezcla de ketamina/xilacina, (100 mg/8 mg/kg de peso respectivamente) por
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via intraperitoneal. La sangre se colectd por puncion cardiaca y el higado se extirpd
para ser mantenido a -70 °C hasta realizar ensayos futuros.

Tabla 2. Grupos experimentales

Grupo Duracién Dosis (admon. Ip.)
Control 8 semanas 1 mL dos veces por dia
TAA 8 semanas 200 mg/kg tres veces por semana.

TAA: 200 mg/kg tres veces por semana
STV+TAA  8semanas STV: 20 mg/kg dos veces al dia
STV 8 semanas 20 mg/kg dos veces al dia.

Disefio experimental con el uso de co-cultivos de células hHSC/VL-
17A (in vitro).
Las HSC humanas (hHSC) fueron aisladas por personal del laboratorio del Dr. Raj

M. Lakshman en el Hospital de Veteranos de Washington, D. C., U.S.A, a través de
la digestion con pronasa y colagenasa, a partir de biopsias de higados de pacientes
con obesidad mérbida que fueron sometidos a baipds (protocolo IRB 070701),
ademas las hHSC fueron separadas utilizando OptiPrep™ Density Gradient Medium
(Sigma, St Louis, MO, USA). La autorizacion de los pacientes fue obtenida a traves
de un consentimiento informado, y el protocolo de estudio fue ajustado a las
directrices éticas de la Declaracion de Helsinki de 1975 tal como se refleja en la

aprobacion previa por el Comité de Revision Institucional.

Por otro lado, las células VL-17A fueron amablemente obsequiadas por el Dr. Dahn
L. Clemens. Estas se desarrollaron en su laboratorio a partir de células Hep G2
obtenidas del American Type Culture Collection, desarrollando a las células VA-13
(que expresan el gen murino ADH clase 1). Posteriormente, transfectaron a estas
células con el vector plV-G2, que fue les fue amablemente obsequido por el Dr.
Frank Gonzalez (National Cancer Institute, Bethesda, MD, USA) conteniendo la
region del gen para el citocromo CYP2E1 humano con el uso de Lipo TAXI
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y siguiendo las instrucciones del fabricante. Las
celulas recombinantes fueron seleccionadas en un medio de cultivo conteniendo

G418y zeocina a 400 pL/mL cada uno.
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Las células hHSC/VL-17A se cultivaron en una relacion 1:10, mimetizando
estrechamente las condiciones de un higado completo in vivo. Los co-cultivos
crecieron hasta la semi-confluencia en DMEM-f12 suplementado con SFB al 10%
(v/v), penicilina/estreptomicina al 1% (v/v), 5 mg/1 mL de ITS y dexametasona al 10°
"M, 5 pL/10 pL de neomicina, 4 puL/1 mL de zeocina y 8 pL/1 mL de G418.
Dieciocho horas antes de la incubacion con LPS o EtOH, los medios de cultivo
fueron reemplazados con DMEM-F12 reducido en SFB (0.1 %, v/v) para sincronizar
la actividad celular. Posteriormente las células fueron tratadas como se indica a

continuacion:

e Grupo 1: Control.

e Grupo 2: Co-cultivos incubados con LPS o EtOH.

e Grupo 3: Co-cultivos incubados con 1mL de LPS o 100 mM de EtOH y
estevidsido.

e Grupo 4: Co-cultivos incubados con esteviosido al 1, 5, 10, 20 y 100
mM.

Los diferentes grupos se mantuvieron a 37 °C y 5% de CO: en una incubadora por

dieciocho horas.

Determinaciones de marcadores en plasma e higado
Durante el periodo de tratamiento, las ratas fueron pesadas semanalmente para

determinar la ganancia de peso que estas obtenian, ademas, el dia del sacrificio se
obtuvo el peso final asi como el peso del higado. Las ratas fueron sacrificadas por
exanguinacién realizando una puncion cardiaca (bajo anestesia con un cocktail de
ketamina a una dosis de 100 mg/kg y de xilacina a una dosis de 8 mg/kg) a las ocho
semanas de haber empezado el tratamiento. La sangre obtenida fue centrifugada a
3000 rpm durante 15 minutos para separar el suero de los demas componentes
sanguineos; en el suero obtenido se determinaron los siguientes parametros: actividad
enzimatica de la FA, y-GTP y ALT. Ademas, se extrajo el higado, el cual se utilizo
para realizar otras pruebas tales como: determinacion de la cantidad de proteinas
hepéticas, la peroxidacion lipidica, el glucdgeno, el GSH, la colagena, diversos

western blots y qPCRs (ver mas adelante). Por otro lado, se realizaron cortes del
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I6bulo mayor del higado, para llevar a cabo el anélisis histoldgico, utilizando las
tinciones tricrémica de Masson (TM) y de hematoxilina y eosina (H&E) para evaluar
el grado de fibrosis que se genero durante el dafio hepatico asi como el cambio en el

parénquima hepatico. Ademas, también se obtuvieron cortes para ensayos

inmunohistoquimicos.
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Figura 9. Esquema representativo del protocolo utilizado.
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Técnicas

6.4.1 Determinacion de la actividad de la enzima FA

El fundamento tras esta técnica es que la FA cataliza la hidrdlisis del enlace éster
fosforico entre un grupo organico y un grupo fosforilo a pH alcalino, lo que libera
fosfato al medio. La actividad enzimética de la FA se determina mediante un método
colorimétrico desarrollado por Berger y Rudolph en 1956; éste se basa en un
complejo colorido resultado del metabolismo de un éster, el p-nitrofenilfosfato, dando
lugar a la formacion de fosfato y p-nitrofenol, el cual se lee a una longitud de onda de
410 nm.

Se describe la técnica a continuacion:

% Se colocaron dos series de ocho tubos de 15X150 mm y en cada tubo se
adicionaron:
e 250 pL de buffer de glicina 0.1 M-MgCl> 1 mM, pH 10.5
e 250 pL de sustrato p-nitrofenilfosfato

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

+¢+ Se incub6 por un lapso de 30 min, y se detuvo la reaccién con 5 mL de NaOH 0.02
N.

+¢+ Al término de la incubacidn, se realiz6 la lectura a una longitud de onda de 410
nm, y se cuantificd la p-nitroanilina producida mediante la interpolacion de la
absorbancia en una curva estandar.

+¢+ Se hizo un blanco sustituyendo los 50 L de suero por agua.
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6.4.2 Determinacion de la actividad de la enzima y-GTP
El fundamento que respalda esta prueba es que la y-glutamil-p-nitroanilida, en un

medio alcalino (pH 8.2) y en presencia de iones Mg?* transfiere grupos y-1-glutamil a
una molécula receptora (glicil-glicina), la reacciéon es catalizada por la enzima y-GTP,
produciéndose la p-nitroanilina, metabolito que se puede cuantificar mediante una
técnica colorimétrica y el uso de un espectrofotdmetro a una longitud de onda de 410

nm.
Se describe la técnica a continuacion:

++ Se colocaron dos series de nueve tubos de 15X150 mm y en cada tubo se
adicionaron:
e 400 pL de Tris-HCI 200 mM a pH 8.2
e 100 pL de MgCl, 200 mM
e 100 pL de glicil-glicina 40 mM, pH de 8.2
e 200 pL de y-glutamil-p-nitroanilida
+ Previa incubacion por 10 min a 37 °C, se inici6 la reaccion con 200 pL de suero.
++ Se incubd por un lapso de 30 min, y se detuvo la reaccion con 2 mL de &cido
acético 1.5 M.
¢+ Al término de la incubacién, se realizo la lectura a una longitud de onda de 410
nm, y se cuantifico la p-nitroanilina producida mediante la curva estandar.

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

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

de la reaccion).
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6.4.3 Determinacion de la actividad de la enzima ALT
Para determinar la actividad de esta enzima en suero, se utiliza el método

colorimétrico desarrollado por Reitman y Frankel en 1957; éste se basa en un
complejo colorido resultado de la transferencia del grupo amino de la alanina al
aceptor 2-oxoglutarato o a-cetoglutarato, resultando en la formacion de piruvato que
reacciona con la 2,4-dinitrofenilhidracina (2,4-DNPH) formando el derivado colorido
2,4-dinitrofenilhidrazona, el cual se lee a una longitud de onda de 515 nm.

Se describe a continuacién la técnica:

¢+ Se colocaron tres series de ocho tubos de 15>% 150 mm y en cada tubo se

adiciono lo siguiente:
Blanco (mL) Problema(mL)

e Solucidn de sustrato 0.25 0.25
e Suero problema - 0.25
e Se mezclay se agita suavemente, se incuba a 37 °C durante 60 min
e Reactivo cromdgeno 0.25 0.25
e Suero problema 0050 -
e Seincubo a 37°C durante 15 min.

e Se pard la reaccion con NaOH 0.4 N 2.5 2.5

e Seley6ab5l5nm
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6.4.4 Determinacion de la cantidad de proteinas hepaticas por el método de

Bradford

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

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

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

color rojo se convierte en azul cuando se une a las proteinas. La intensidad de la

absorbancia es proporcional al contenido de aminoacidos bésicos y aromaticos y se

lee a 595 nm.

Se describe la técnica a continuacion:

*
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Reactivo de Bradford:

» Acido fosférico al 85 % 100 mL
> Alcohol etilico 50 mL
» Azul brillante de Coomassie G-250 100 mg

» Se afora a un litro con agua tridestilada

Se colocaron tres series de ocho tubos de 13 X 100 mm.

En una serie de ocho tubos, se tomaron 100 pL de homogeneizado de higado y se
lleva a 1,000 mL con agua tridestilada.

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

Se afiadi6 2,400 pL del reactivo de Bradford.

Terminado el proceso anterior, se leyo la absorbancia del complejo colorimétrico a
595 nm.

Se prepar6 un blanco sustituyendo el homogenizado de higado por 100 uL de

agua.
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6.4.5 Determinacion del grado de peroxidacion lipidica
El fundamento correspondiente a esta técnica se basa en el ensayo de sustancias

reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS), en donde el acido tiobarbitdrico (TBA)
reacciona con el MDA, este Gltimo es un dialdehido de tres carbonos altamente
reactivo generado como uno de los principales bioproductos de la peroxidacion de
acidos grasos polinsaturados, de esta forma, el MDA que es la principal sustancia
reactiva al TBA, ataca al grupo metileno activo del TBA. Un mol de MDA reacciona
con dos moles de TBA en medio &cido y a alta temperatura, por lo tanto, la velocidad

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

Se describe la técnica a continuacion:
+» Reactivos:

» Tris-HCI 150 MM apH 7.4

> Acido tricloroacético (TCA)

> Acido tiobarbitarico (TBA) 0.375% p/v en TCA al 15% (se prepara en el
momento la cantidad necesaria).

¢+ Se usaron dos series de 8 tubos de 13 X 100 mm y una serie de 8 tubos de 22 X 175

mm.

%+ Se pes6 0.5 g de higado y se homogeneiz6 en 5 mL de agua.

¢+ Se tomaron 300 pL del homogeneizado al 10 % y se agregaron 700 puL de Tris-
HCI 150 mM, pH 7.4 para completar a 1 mL.

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

¢ Se pusieron a ebullicion por 45 min.

¢+ Se centrifugaron a 3000 rpm por 10 minutos y se lee el sobrenadante a 532 nm.

¢+ Se realiz6 un blanco con 1 mL de Tris-HCI 150 mM, pH 7.4
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6.4.6 Determinacion de los niveles de GSH
El fundamento de esta técnica se basa en la medicion de grupos sulfhidrilo. En 1959,

Ellman®® introduce el uso del 4cido 5,5’-ditio-bis-(2-nitrobenzoico) también conocido
como DTNB, un compuesto versatil soluble en agua para la cuantificacion de grupos
sulfhidrilo. EI DTNB reacciona con grupos sulfhidrilo libres para producir una
mezcla de disulfuro y &cido 2-nitro-5-tiobenzoato (TNB). El sitio diana del DTNB es
la base conjugada (R-S*) de un grupo sulfhidrilo libre. Por lo tanto, la velocidad de
esta reaccion es dependiente de varios factores: 1) el pH de la reaccion, 2) el pKa de
los grupos sulfhidrilo y 3) los efectos estéricos y electrostaticos. EI TNB es la especie
colorida (amarillo) es esta reaccion; el coeficiente de extincion del TNB se observa a
412 nm a pH de 8.

Se describe la técnica a continuacion:

+ Reactivo de Ellman:
e A)40 mgde DTNB.
e B) 100 mL de citrato de sodio al 1%.
e Disolver A en B.
+¢+ Solucion de fosfatos Na,HPO4 0.3 M (disuelto en agua; se agitd antes de usar).
+ Solucién precipitante: EDTA 5 mM en TCA 5 %. Se disolvio el EDTA en el TCA.
++ Se homogeneizé 0.3 g de higado en 1.2 mL de solucion precipitante.
+¢+ Se centrifugo6 por 20 minutos a 12,000 rpm.
¢+ Se tomo6 0.1 mL de sobrenadante (por duplicado) mas 1.2 mL de solucién de
fosfatos més 0.25 mL de reactivo de Ellman.
+ El blanco se realizé sustituyendo el sobrenadante del homogeneizado por agua.

+¢+ Se agitod y se leyd a una longitud de onda de 412 nm.
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6.4.7 Determinacion del glucégeno hepatico
La reaccion de color para medir la concentracion de carbohidratos presentes en el

higado por espectrofotometria se basa en el uso de la antrona, un compuesto que se
disuelve en &cido sulfurico (H2SO4). El medio &cido hidroliza el enlace glucosidico
de los oligosacaridos, asi los monosacaridos resultantes (furfural) reaccionan con la
antrona, dando lugar a una coloracion verde con un maximo de absorcion de 612
nm.1*2 La determinacion del glucégeno hepatico se realiza mediante la técnica de la
antrona de Seifter et al. 1950.

Se describe la técnica a continuacion:

++ Se pesd 0.5 g. de higado en ocho tubos 15 % 150 mm con tapdn esmerilado, se les

adiciono6 1.5 mL de KOH al 30%, se taparon y se hiervio en bafio de agua durante
30 minutos.

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

+¢+ Del matraz anterior, se tomo de 40 a 160 pL con una pipeta volumeétrica, se llevé a

1 mL en tubos de 13 % 100 esmerilados por duplicado, se prepar6é ademas, un tubo

blanco con 1 mL de agua y se los estandares (2) con 20 pL de una solucion de
glucosa estandar (1 mg/mL) y llevan a 1 mL con agua.

++ Se prepard una solucion de antrona 0.2% en H>SO4 concentrado. Se afiadio 2 mL a
cada tubo agitando suavemente (con ayuda de una bureta) y enfri6 sobre hielo.

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

+ Se enfriaron de inmediato con hielo y se leyeron a una longitud de onda de 620

nm.
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6.4.8 Determinacion del contenido de colagena
Este método se basa en la determinacion de la hidroxiprolina (HP), este iminoacido

no esencial es producto de la hidroxilacion de la prolina y estd presente en la
colagena.’** La HP es sometida a un proceso de oxidacion dando como resultado la
formacion del acido pirrol-2-carboxilico o pirrol; de esta forma, el reactivo de Ehrlich
(p-dimetilaminobenzozaldehido) al reaccionar con el pirrol forma un complejo color

rojo que se lee a 560 nm.
A continuacion se describe la técnica:

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

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

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

++ Las muestras ya secas se resuspendieron con 2 mL de solucién amortiguadora (sol.
1); se agitaron vigorosamente en el vortex y se vaciaron en tubos de ensaye, las
ampolletas se lavaron con la adicion de 1 mL de la misma solucion. Se
centrifugaron a 3000 rpm por 15 min.

¢+ En un tubo conteniendo una pequefia porcion de carbon activado se deposito el
sobrenadante, se agité durante un minuto, se centrifugé a 3000 rpm por 15
minutos, si el sobrenadante no quedaba claro se repitia este paso.

+¢+ Se tom6 1 mL del sobrenadante mas 1 mL de agua'y 1 mL de cloramina T (sol. 2).
Se dejé reposar exactamente por 20 min a temperatura ambiente. Se hazi un blanco
utilizando 1 mL de agua en lugar del sobrenadante.

+¢+ Transcurridos los 20 min, se adicionaron 0.5 mL de tiosulfato de sodio (Na>S203)
2 M, 1 mL de NaOH 1 N y aproximadamente 2 g de NaCl. Se agitd
inmediatamente para detener la reaccion.

++ A cada tubo se le agregaron 6 mL de tolueno y se agité durante 1 min. La fase de
tolueno no se utilizé para la determinacion de prolina, pero la fase acuosa se

utilizo6 para la identificacién de HP.
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+¢+ Se extrajo la capa de tolueno y se desechd. La porcidn acuosa se tap6 y se colocod
en un bafio de agua hirviendo durante 20 min.
+¢+ Los tubos se enfriaron 15 minutosen un refrigerador. Ya frios se les adicioné 6 mL

de tolueno y se agitd durante 1 minuto.

¢+ Se prepararon 18 tubos de 15> 150 mm vy, de la fase de tolueno se tomaron
alicuotas por duplicado de 1 mL y se les agrego 4 mL del reactivo de Ehrlich y se
agitaron fuertemente.

+ Se dejaron reposar durante 30 min para que se llevara a cabo la reaccion colorida.
Se ley6 a una longitud de onda de 560 nm.
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6.4.9 Histologia
Se utilizaron dos técnicas de tincidn para tefiir cortes de higado, la primera fue la de

H&E; la hematoxilina tifie de color azul-purpura componentes acidos de la célula tal
como el nucleo, mientras que la eosina tifie de color rosa componentes de la célula

como el citoplasma y material extracelular.

La segunda fue la tincion TM, la cual busca tefiir a las bandas de colagena de color
azul, los nucleos celulares de color negro y los citoplasmas de color rojo, esta técnica
se basa en el uso de un colorante &cido como la escarlata de Biebrich, de esta forma,
todos los elementos acidéfilos de un tejido, como el citoplasma y la colagena se
uniran al colorante. Después de lo anterior, se utiliza el acido fosfomolibdico/acido
fosfotungstinico, que permite que la escarlata de Briebrich difunda de la colagena
pero no del citoplasma, lo Gltimo se debe a la menor permeabilidad por parte de la
escarlata de Biebrich. Los acidos mencionados anteriormente, tienen numerosos
grupos que probablemente actian como medio de union entre el colageno y el azul de
anilina, colorante que tifie a la coldgena. Probablemente, el pH de los acidos
fosfomolibdico/fosfotungstinico también aumenta la coloracién y ayuda a la colagena

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

¢+ Los cortes de higado se depositaron en viales que contenian una solucion fijadora
de formaldehido (formol) al 10% en agua, el tiempo minimo de fijacion fue de 24
h.

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

+¢+ Se hiciero cortes de 6-7 um de grosor y se colocaron en portaobjetos cubiertos con
silano.

+¢+ Las cortes se desparafinaron y rehidrataron en xileno, alcohol absoluto y alcohol al
95%.

+¢ Se enjuagaron con agua destilada.
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A) Tincion de hematoxilina y eosina.

++ Se aplico la hematoxilina de Harris durante 15 min y se enjugd en agua corriente
por 2 min.

+¢+ Se diferencid en alcohol &cido con 3-10 inmersiones y se verifico la diferenciacion
en el microscopio.

+¢ Se lava con agua corriente.

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

+¢+ Se lavo en agua corriente por 10-20 min.

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

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

¢+ Se monto con el polimero Permount o balsamo.
B) Tincion tricrémica de Masson.

++ Se sumergio6 en el fijador de Bouin 1 hora a 56 °C.

+¢ Se enfrid y se lavd con agua corriente hasta que el color amarillo desaparecio.

++ Se enjuagan con agua destilada.

++ Se sumergio en la solucion de hematoxilina de Weigert por 10 min. Se enjuag6
con agua corriente al mismo tiempo.

+¢+ Se enjuag6 con agua destilada.

+ Se sumergio en la solucion de fucsina &cido-escarlata de Biebrich por 15 min. Se
recuperd la solucién.

+¢+ Se enjuag6 con agua destilada.

+¢+ Se sumerg6 en la solucion de acido fosfomolibdico/acido fosfotungstinico por 10-
15 minutos. Se desecho la solucion.

¢+ Se sumergio en la solucién de azul de anilina por 5-10 minutos. Se recuperd la
solucion.

+¢+ Se enjugo con agua destilada.

+¢+ Se lavo con agua acética al 1% por 3-5 min. Se desecho la solucion.

+» Se lavé con alcohol al 95%.
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+¢+ Se lavo con alcohol absoluto (dos cambios de alcohol).
+¢+ Se lavo con xileno (dos cambios de alcohol).

++ Se monto en el polimero Permount o balsamo.

41



6.5.10 Inmunohistoquimica
Es un procedimiento que tiene como objetivo hacer visible un antigeno especifico ya

sea a nivel tisular o celular. Se basa en la interaccion de un anticuerpo que se une

especificamente a una proteina de interés.

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/

L X4

X/
°

Los cortes de higado fueron tratados de la misma manera que para las
tinciones de H&E y TM.

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

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

La peroxidasa enddgena se blogue6 con una mezcla de metanol-perdxido por
una hora (46 mL de MeOH + 4 mL de H202) seguido por un lavado con PBS
por 5 min cinco veces.

Por otro lado, para bloguear uniones no especificas, las muestras fueron
embebidas en leche sin grasa al 5% en PBS por una hora a temperatura
ambiente.

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

Seguido a esto, las muestras se incubaron en el anticuerpo secundario
apropiado diluido en SBF al 3% por dos horas a temperatura ambiente.
Pasado este tiempo, las muestras se lavaron con PBS por 5 min cinco veces.
Después, se incubaron con una solucion de DAB-H.O; en una relacion 1:10
por 30 min. Posteriormente, las muestras se lavaron con PBS cinco veces por
5 min.

Pasado ese tiempo, las muestras se contracolorearon con hematoxilina para ser

lavadas con agua corriente y PBS dos veces por 5 min.
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+« Finalmente, las muestras se rehidrataron con etanol al 85% tres veces por 2
min, después con etanol al 100% dos veces por un minuto y con Xileno tres

veces por 1 min, sequido de su montaje en resina.
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6.5.11 Ensayo de inhibicion del radical DPPH'
Este radical libre es susceptible de reaccionar con compuestos antioxidantes

aceptando un atomo de hidrégeno proporcionado por un agente antioxidante.
Se describe la técnica a continuacion:

% Se disolvié en etanol absoluto tanto el agente antioxidante como el radical
DPPH' (0.1 mM) en soluciones independientes.

¢+ Se adicion6 2 mL de la solucion antioxidante a la solucion de DPPH' y se
agito vigorosamente.

%+ Se dejo en la oscuridad y a temperatura ambiente hasta realizar las mediciones
a 517 nm a diferentes tiempos.

¢+ El grado de pérdida de la coloracion morada de la solucion indico el grado de
neutralizacion que ejerce el compuesto antioxidante.

% EIl mismo procedimiento se realiz6 para la solucién antioxidante que servio
como control.

« El grado de neutralizacion (radical scavenging activity; RSA) del radical
DPPH-' se calcul6 siguiendo la siguiente ecuacion.

Al — A2

04) — _
RSA (%) (1 e

)XlOO

Donde Al es la absorbancia del compuesto antioxidante, A2 es la absorbancia

del blanco, y A3 es la absorbancia del control.
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6.5.12 Extraccion de RNA 'y ensayos de PCR cuantitativos
La PCR cuantitativa (QPCR), 0 en tiempo real, se realiza en un equipo que integra un

termociclador convencional y un espectrofluorémetro que determina la fluorescencia
que se produce durante la amplificacion. La qPCR combina entonces la amplificacion

de DNA con la deteccion al mismo.
Se describe la técnica a continuacion para el modelo in vivo:

¢ 0.1 g de muestra de higado se usé para extraer el RNA total utilizando el
reactivo Trizol y siguiendo las instrucciones del fabricante.

% Se determind la integridad y concentracion de RNA por espectrofotometria a
260/280 nm.

« EI RNA se retrotranscribio en 19.3 uL de la mezcla de reaccion que consistio
de 10 pL de muestra més 2.5 pL de buffer RT, 1 U/uL de oligo (dT), 1 uL de
inhibidor de RNasas (40 U/uL), 0.5 mM de mezcla de dNTP y 0.3 pL de la
enzima transcriptasa reversa M-MuLV (200 U/uL).

¢+ Se ocuparon las siguientes condiciones en los ciclos: 65 °C por 5 min, 37 °C
por 60 min, 70 °C por 15 miny 4 °C por 5 min.

% Se utiliz6 polimerasa Taq para amplificar las secuencias de DNA
complementario y sondas TagMan marcados con FAM para incrementar la
especificidad del ensayo.

¢+ La mezcla de reaccidn consistio en 12.5 pL conteniendo 5 pL de TagMan, 0.5
puL de la sonda, 1 pL de la muestra (1 ng/uL) y 3.5 pL de agua libre de
nucleasas.

++ Las condiciones de la qPCR fueron las siguientes: 95 °C por 10 min, seguido
de 40 ciclos de 95 °C por 15sy 60 °C por 1s.

¢+ Se utilizd un gen enddgeno como control asi como los controles respectivos.
La expresion relativa de los genes se calculo usando el método de Livak como

sigue:

274Ct{[Ct (gen experimental blanco) — Ct (gen ed6geno experimental)]

— [Ct (gen control blanco ) — Ct (gene endbdgeno control)|}
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Se describe la técnica a continuacion para el modelo in vitro:

X/
L X4

X/
L X4

Para el caso de los co-cultivos, 1 mL Trizol se utiliz6 para romper la
integridad de las células, a continuacion se procedié como lo indica el
fabricante.

La integridad y la concentracién del RNA se determiné como se menciono
anteriormente para el modelo in vivo.

El RNA se retrotranscribio en 20 pL de mezcla de reaccion que consistio en 1
ML de muestra més 1 pL de Oligo dT12-18 (0.5 pg/pL) y 10.5 pL de agua libre
de nucleasas (la mezcla se incuba por 10 min a 72°C), después se adicion0 4
uL buffer iniciador, 1 pL de inhibidor de RNasas (40 U/uL), 1 uL dNTP 10
mM, 0.5 uL DTT 0.1 My 1 L de la enzima M-MLV (200 U/uL).

Se ocuparon las siguientes condiciones en los ciclos: 37 °C por 1 h, 94 °C por
8 miny 4 °C por 5 min.

Se utilizé el sistema SYBR Green marcados con ROX para detectar la
amplificacion de las secuencias de DNA complementario.

La mezcla de reaccion consistio en 20 pL conteniendo 10 puL de SYBR
Green, 1 pL de la mezcla de oligos, 2 pL de la muestra (1ng/puL) y 7 uL de
agua libre de nucleasas.

Las condiciones de la gPCR fueron las siguientes: 95 °C por 5 min, seguido
de 40 ciclos de 95°C por 30 s a diferente TM (dependiendo del gen a probar)
y 72 °C por 1 min.

Se utilizd un gen enddgeno como control asi como los controles respectivos.
La expresion relativa de los genes se calcula usando el método de Livak

mostrado anteriormente.
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6.5.13 Ensayo de zimografia
La zimografia permite observar la actividad de enzimas sobre un gel que puede ser de

poliacrilamida o de gelatina, utilizando condiciones menos desnaturalizantes para que

la enzima no pierda su actividad litica.

Se describe la técnica a continuacion:

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

0.25 g de muestra de higado se homogenizaron con 1.7 mL de PBS, en hielo
con un homogeninzador, después se sonicaron y se centrifugaron a 13,000 g
por 10 min.

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

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

Las muestras se sometieron a electroforesis a 72 V por 2 h, en un gel al 8% de
acrilamida co-polimerizada con gelatina porcina (1 mg/mL).

Después de la electroforesis, los geles se lavaron dos veces 2.5% Triton X-
100 para remover el SDS, posteriormente se incub6 en buffer de Tris-HCI (50
mM-pH 7.4) y 5 mM de CaCl; a 37 °C por 48 h.

Los geles se fijaron y tifieron con azul brillante de Coomasie 0.25% en &cido
acetico y 30% de etanol.

La actividad proteolitica se detectd6 como bandas claras que contrarrestan con

un fondo azul de sustrato sin digerir en el gel.
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6.5.14 Ensayo de sintesis de DNA
La bromodesoxiuridina (BrdU, 5-bromo-2-desoxiuridina) es un nucle6tido sintético

halogenado analogo de la timidina incorporando un grupo bromuro incorporado en el

quinto carbono de la cadena. Debido a su alta homologia con la timidina, se incorpora

con una eficiencia aproximada del 99.8-100% durante la fase de sintesis en las células

substituyendo al nucle6tido y permitiendo entonces poder detectar la sintesis de DNA

a través de anticuerpos monoclonales.

Se describe la técnica a continuacion:

R/
L X4

La técnica de BrdU se siguié de acuerdo con las especificaciones del
fabricante (Abcam Cat#ab126556) utilizando un kit con todos los reactivos

necesarios incorporados en el mismo.

Las células se sembraron en placas de 96 pozos a 2 x 10°células/mL en 100

pL de medio de cultivo.

El reactivo a probar se adicion6 a las concentraciones deseadas por el
tiempo que el experimento asi lo requieria en 100 pL de medio de cultivo
celular y se incuba con las células.

Una vez terminado el tiempo de incubacién, se adicioné el BrdU y se dejé
incubar junto con las células por el tiempo que el experimento lo requieria.
Una vez terminado el tiempo de incubacién, se adicion6 el anticuerpo
primario (100 pL/pozo) y se incubo por 1 h a temperatura ambiente.

Seguido a esto, se adiciond el anticuerpo secundario (100 uL/pozo) y se
incubd por 30 min a temperatura ambiente.

Finalmente, se adiciond el sustrato de TMB peroxidasa (100 pL/pozo) y se
dejo incubar por 30 min a temperatura ambiente en la oscuridad. Una
solucion de parada se adiciond pasado este tiempo y se realizaron lecturas a
450 y 550 nm.
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6.5.15 Ensayo de docking o acoplamiento molecular
Los estudios de docking se usan principalmente como una forma predictiva de

elucidar las posibles interacciones moleculares entre dos moléculas Ilamadas receptor

y ligando en una forma estable.
Se describe la técnica a continuacion:
Anadlisis conformacional

% EIl ligando se construy6 en el software Avogadro respetando siempre las
distancias entre los &tomos.

¢+ Una vez disefiado el ligando, se procedid a realizar una optimizacién de este
usando las herramientas del software asi como de buscar su conformero de
minima energia utilizando el campo de fuerza MMFF94 y el método de
Montecarlo, con esto obteniendo el ligando mas estable.

¢+ Una vez realizado esto, se optimizd la geometria del ligando con la menor
energia y la mayor poblacion por DFT a nivel de teoria B3LYP/DGDZVP

utilizando otro software especializado como Gaussian.
Estudio de docking

% Una vez el ligando fue optimizado, seprepard para el estudio in silico
utilizando software especializado como AutoDock.

¢+ Se asignanron valores por defecto para el arbol de torsién del ligando y para
las cargas de Gasteiger-Marsili en el AutoDock.

% El estudio de docking se llevo a cabo utilizando un receptor obtenido desde
RSCB Protein Data Bank (archivo cristalogréfico), a la que previamente se le
debid de retirar moléculas que no le pertenezcan utilizando software
especializado como Pymol.

¢ Los resultados se visualizaron en software especializado como AutoDock

Tools y Pymol.
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6.5.16 Analisis estadistico
Todas las determinaciones de la presente tesis se realizaron por duplicado para una n

de ocho en el caso del modelo in vivo, mientras que para las pruebas histoldgicas e
inmunohistoquimicas se utilizé una n de tres. Por su parte, en el modelo in vitro se
realizaron determinaciones por triplicado con una n de tres. Se obtuvo la media, asi
como el error estandar para cada uno de los diferentes indicadores medidos en los
grupos de tratamiento.

Para cada uno de los indicadores se aplic6 un analisis de varianza de una sola variable
(ANOVA de una via), seguido de una prueba de confianza de Tukey para realizar una
comparacion entre la media de cada grupo. Se considerd que se presentaba una

diferencia significativa cuando p<0.05.
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6. RESULTADOS

7.1 La administracion concomitante del estevidsido previno los cambios
en la arquitectura hepatica y las alteraciones bioquimicas producidas
por la administracion crénica de TAA.

Para determinar los efectos inducidos por la administracion cronica de la TAA, se

tomaron imégenes macro y microscopicas de todos los grupos de tratamiento para ser
evaluados (Figura 10 1A-H). En la Figura 10 1B y F se observa que la TAA modificd
la morfologia del parénquima hepatico al ser comparado con el grupo control (Figura
10A y E), resultd en la presencia de nodulos de regeneracion rodeados por gruesas
bandas de colagena [1], sin embargo, cuando se administro el estevidsido
concomitantemente (Figura 10C y G), los cambios propiciados por la TAA se
previnieron. El tratamiento con el estevidsido a las ratas control no produjo ningun
cambio (Figura 10D y H).

Por otra parte, la ganancia de peso a lo largo del tiempo disminuy6 con la
administracion cronica de la TAA al ser comparado con el grupo control (Figura 10 I,
Jy K), en este caso, el esteviosido no fue capaz de prevenir este fendmeno. El peso
de los higados en el grupo cirrético disminuy6 comparado con el grupo control
(Figura 10L), al igual que con la ganancia de peso, el esteviosido no indujo un efecto
significativo en la disminucion de peso dado por la TAA. Por lo anterior, la relacion
de peso higado/cuerpo incrementd en el grupo administrado con el hepatotoxico
(Figura 10M), mientras que el estevidsido no previno este incremento. Como se
muestra en la Figura 10N, el grupo tratado con TAA mostré niveles
significativamente menores de glucdgeno comparados con el grupo control, mientras
que la coadministracion con estevidsido previno parcialmente esta disminucion,
indicando que este compuesto preservo significativamente la funcionalidad del

higado.

A la par de lo antes mencionado, la actividad enzimatica de la ALT (Figura 100), y-
GTP (Figura 10P) y ALP (Figura 10Q) incrementd significativamente en las ratas
tratadas con TAA como lo muestran reportes previos [27]. La administracion del

esteviosido no produjo ningun efecto en las ratas control.
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Figura 10. La administracion de esteviosido (STV) previno el dafio producido por la administracién
cronica de TAA. Efecto del STV en la estructura macroscopica y microscopica (tincion de H&E) en
las ratas control (A,E), ratas tratadas con TAA (B,F), ratas tratadas con STV+TAA (C,G) y ratas
tratadas con STV solo (D,H). Histogramas mostrando la ganancia de peso (1), el area bajo la curva de
la ganancia de peso (J), peso corporal final (K), peso de higado (L), relacion peso corporal/higado (M),
glucogeno hepatico (N), actividad de ALT (O), y-GTP (P), y ALP (Q). Cada barra representa la media
de los valores de los experimentos realizados por duplicado para cada ensayo £ SEM (n = 8). a
Diferencia significativa del control, p < 0.05. b Diferencia significativa del grupo de TAA, p < 0.05.

7.2 El esteviosido bloqued la activacion del NF-kB y citocinas pro-
inflamatorias.
Como se observa en la Figura 11, la activacion del NF-«kB (p65) incrementd
significativamente (Figura 11B) al compararlo con el grupo control (Figura 11A),
notablemente, la coadministracion del estevidsido aminord significativamente la
regulacion a la alta del p65 (Figura 11C) al compararlo con el grupo tratado con la
TAA. La Figura 11E muestra las zonas positivas de tres muestras. Los resultados
anteriores fueron confirmados por ensayos de gPCR (Figura 11F) y Western blot
(Figura 11G), en donde se observa que la TAA incrementé los niveles de p65 tanto a
nivel de mRNA como de la proteina, mientras que el tratamiento con el estevidsido
previno significativamente este efecto. El tratamiento Unicamente con estevidsido no

produjo ningun efecto sobre el p65.
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Figura 11. Efecto inmunoregulador del esteviésido (STV) en higados de ratas intoxicadas con TAA.
Inmunohistoquimica representativa para p65 de higados de ratas control (A); ratas tratadas con TAA
(B); ratas tratadas con STV+TAA (C); y ratas tratadas con STV Unicamente (D). Histogramas
mostrando el porcentaje de positividad de p65 obtenida de las inmunohistoquimicas (E). Se muestra el
incremento en la expresion relativa de mRNA y proteina para p65 (F,G). La B-actina fue utilizada
como control. Cada barra representa la media de los valores de los experimentos realizados por
duplicado para cada ensayo + SEM (n = 8). a Diferencia significativa del control, p < 0.05. b
Diferencia significativa del grupo de TAA, p <0.05.

En la Figura 12 se muestra el incremento del nivel de mRNA y proteinas de la IL-17a
(A), IL-1B (B,C), TNF-a (D,E), IL-6 (F,G) e IL-10 (H,I) por parte de la
administracion cronica de la TAA. Cabe resaltar que la administracion del esteviosido
previno el incremento en estas citocinas. La administracion Unica del estevidsido no

ocasion6 ningun efecto.
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Figura 12. El estevidsido (STV) previene el incremento citocinas en higados cirrdticos. Se muestran
los niveles en la proteina de la IL-17a (A), los niveles de mMRNA vy proteina de IL-1p (B,C); TNF-a
(D,E); IL-6 (F,G) e IL-10 (H,I). La p-actina fue utilizada como control. Los valores son expresados
como el incremento en la densidad Optica normalizada al grupo control (control = 1). Cada barra
representa la media de los valores de los experimentos realizados por duplicado para cada ensayo +
SEM (n = 8). a Diferencia significativa del control, p < 0.05. b Diferencia significativa del grupo de
TAA, p<0.05.

7.3 El estevidsido mantiene los niveles del factor maestro Nrf2 y no es un
neutralizador directo de radicales libres
Como se muestra en la Figura 13A, el esteviésido mostré una débil actividad

antioxidante dependiente de la concentracion al ser comparado con la quercetina. Por
su parte, en la Figura 13B, el grupo tratado con TAA mostré una disminucion en los
niveles de Nrf2 en el higado comparados con el grupo control (Figura 13B). Sin
embargo, el esteviésido mostrd prevenir esta disminucion, con lo anterior, al
preservarse estos niveles la elevacion de marcadores de estrés en la membrana como
el 4HNE (Figura 13C) y LPO (Figura 13D) se previno significativamente. Ademas, la
concentracion del GSH (Figura 13E) asi como de los niveles de MRNA de la GPx
(Figura 14F) que se vieron disminuidos por la administracion cronica de la TAA, se

mantuvieron dentro de los valores control en los grupos tratados con el esteviosido.
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Figura 13. Efecto del esteviosido (STV) sobre el sistema antioxidante. Efecto del esteviosido a 5, 10,
20 y 40 mM en la actividad atrapadora de radicales (RSA) usando DPPH- como radical libre (A). WB
de Nrf2 (B) y 4HNE (C) en muestras de higados de ratas control, tratadas con TAA, tratadas con
STV+TAA y tratadas con STV Unicamente. La B-actina fue utilizada como control. Los valores son
expresados como el incremento en la densidad dptica normalizada al grupo control (n = 3). Se
muestran los valores de la peroxidacion lipidica (LPO; D) y GSH (E) (n = 8). Cada barra representa la
media de los valores de los experimentos realizados por duplicado para cada ensayo £ SEM (n = 8). Se
muestra el incremento relativo en la expresion de mMRNA de la GPx (F) (n = 3) Cada barra representa
la media de los valores de los experimentos realizados por duplicado para cada ensayo = SEM (n = 3).a
Diferencia significativa del control, p < 0.05. b Diferencia significativa del grupo de TAA, p < 0.05.
Representacion de las estructuras quimicas de la quercetina (G) y el estevioésido (H).

7.4 El esteviosido previene la fibrogenesis a través de un mecanismo a
multiples blancos
Como se muestra en la Figura 14, la administracion crénica de la TAA incremento

significativamente la cantidad de colagena en el parénquima hepatico (Figura 14B y
E) comparado con el grupo control (Figura 14A y E), sin embargo, la administracion
concomitante del esteviosido (Figura 14C y E) previno parcialmente este incremento
en las fibras de colagena. Los resultados mostrados en las Figuras 14F (contenido
total de colagena) y 14G (western blot de Col-la) confirman los resultados
histopatolégicos. En todos los casos, la TAA elevo significativamente la colagena al

compararla con el grupo control, mientras que el esteviésido previno parcialmente el
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proceso fibrogénico. Las ratas tratadas con estevidsido Unicamente mostraron valores

iguales a los controles.

Figura 14. Efecto del esteviésido (STV) sobre la deposicion de colagena en el parénquima hepatico.
Representacion de la tincién tricrémica de Masson de higados de ratas control (A); ratas tratadas con
TAA (B); ratas tratadas con STV+TAA (C) y ratas tratadas con STV Gnicamente (D). Se muestra el
histograma del porcentaje del &rea positiva a coldgena obtenida de las tinciones tricromicas de Masson
(E) (n = 3). Se muestra el contenido de hidroxiprolina de muestras de higado (n = 8). Se muestran los
niveles proteicos de Col-1a medidos por WB a partir de muestras de higados de ratas (G) (n = 3). La -
actina fue utilizada como control. Los valores son expresados como el incremento en la densidad
oOptica normalizada al grupo control (n = 1). Cada barra representa la media de los valores de los
experimentos realizados por duplicado para cada ensayo + SEM. a Diferencia significativa del control,
p < 0.05. b Diferencia significativa del grupo de TAA, p < 0.05. Representacion de las estructuras
quimicas de la quercetina (G) y el estevidsido (H).

7.4.1 El esteviosido bloquea la activacion de las HSC.

Como se muestra en la Figura 15A-D, la inmunohistoquimica para el a-SMA indica
que la expresion de esta proteina es significativamente mayor en el grupo tratado
crénicamente con la TAA (Figura 15B) cuando se compara con el grupo control
(Figura 15A). Sin embargo, el tratamiento con el estevidsido previno parcialmente
este incremento (Figura 15C) al compararlo con el grupo cirrético. La Figura 15E
muestra el area positiva a a-SMA obtenida de tres muestras de higados. Los
resultados anteriores fueron corroborados a través de gPCR (Figura 15F) y por
Western blot (Figura 15G), en todos los casos, la TAA increment6 los niveles de -
SMA al compararlos con el grupo control, mientras que la administracion paralela del
esteviosido previno parcialmente este incremento. La administracion del estevidsido a
las ratas control no propicid ningin cambio en los niveles de a-SMA.
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7.4.2 El esteviosido previene la activacion de las HSC y regula a la baja al TGF-g1
La Figura 151 y L, muestra que la administracion cronica con la TAA incremento el

area positiva TGF-1 comparada con el grupo control (Figura 15H y L). Mientras que
la administracion con esteviosido previno este aumento en la expresion de la proteina
(15J y L). Ademas, las Figuras 15M y N muestran que la TAA incremento los niveles
de mRNA vy proteina del TGF-B1 respecto al grupo control, mientras que el
estevidsido previno significativamente este incremento. En todos los casos anteriores,
la administracién Unicamente del esteviésido no produjo ningin efecto. Con lo
anterior se sugiere que el esteviosido es capaz de evitar la activacion de las HSC en
parte por la regulacion a la baja del TGF-p1.
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Figura 15. Efecto del estevidsido (STV) sobre la activacién de las HSC. Inmunohistoquimica
representativa para a-SMA y TGF-B1 obtenidas de higados de ratas control (A,H); ratas tratadas con
TAA (B,l); ratas tratadas con STV+TAA (C,J); y ratas administradas con STV Unicamente (D,K),
respectivamente. Histogramas mostrando el porcentaje de area positiva para a-SMA y TGF-B1
obtenidas de las inmunohistoquimicas (E,L), respectivamente. Se muestra el incremento relativo de
mRNA de a-SMA y TGF-B1 (F,M) respectivamente. Los niveles proteicos de a-SMA y TGF-B1 se
midieron por WB en muestras de higado (G,N) respectivamente. La B-actina fue utilizada como
control. Los valores son expresados como el incremento en la densidad dptica normalizada al grupo
control (n = 1). Cada barra representa la media de los valores de los experimentos realizados por
duplicado para cada ensayo + SEM (n = 3). a Diferencia significativa del control, p < 0.05. b
Diferencia significativa del grupo de TAA, p <0.05.
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7.4.3 El esteviosido inhibe a las metaloproteinasas (MMPs)

En la Figura 16A-C se muestra que la administracion cronica con TAA incremento la
actividad de las MMP-9 y MMP-2 comparado al grupo control, mientras que la
administracion paralela del estevidsido previno totalmente el aumento de esta
actividad, por otro lado, la MMP-13 mostré resultados similares cuando se midio la
cantidad de proteina a través de una inmunohistoquimica y por western blot (Figura

16D-I). El tratamiento con estevidsido solo no ocasiond ningun efecto.
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Figura 16. El esteviosido (STV) regula a la baja la actividad de las MMPs. La actividad de las MMP-9
y MMP-2 se midio a través de zimografia usando geles con gelatina como substrato para el control,
TAA, STV+TAA y STV solo (A). Se muestran los histogramas mostrando la intensidad de sefial por
andlisis densitométrico para la MMP-9 (B) y MMP-2 (C). Inmunohistoquimica representativa para
MMP-13 obtenida de higados de ratas control (D); ratas tratadas con TAA (E); ratas tratadas con
STV+TAA (F); y ratas administradas con STV Unicamente (G). Histograma mostrando el porcentaje
de area positiva para MMP-13 obtenida de las inmunohistoquimicas (H). Los niveles proteicos de
MMP-13 se midieron por WB en muestras de higado (I). La B-actina fue utilizada como control. Los
valores son expresados como el incremento en la densidad éptica normalizada al grupo control (n = 1).
Cada barra representa la media de los valores de los experimentos realizados por duplicado para cada
ensayo = SEM (n = 3). A Diferencia significativa del control, p < 0.05. b Diferencia significativa del
grupo de TAA, p <0.05.

7.4.4 Las vias candnica y no canoOnica de las Smads es prevenida por el
estevidsido
La figura 17A muestra que la administracion cronica del hepatotéxico TAA

incrementa los niveles de p-JNK que es la forma activa de la cinasa, de igual forma
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para el p-p38 (Figura 17B), otra cinasa que también es capaz de fosforilar a la Smad3
en la region linker, en ambos casos, la administracion del estevidsido previno
completamente este efecto. Como resultado, la p-Smad3L (Figura 17C) incremento
en el grupo al que se le administré la TAA, mientras que el esteviosido previno este
incremento. Por otro lado, la Smad7 que es esencial en la via candnica mostro estar
disminuida en los higados cirroticos al compararlos con el grupo control, mientras
que la administracion del estevidsido previno significativamente esta disminucion. En

todos los casos el estevidsido por si mismo no tuvo ningun efecto.
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Figura 17. El estevidsido (STV) previene la via no canonica de las Smad y preserva a la Smad7. Se
muestran los WB para p-JNK (A), p-p38 (B), p-Smad3L (C) y Smad7 (D) en muestras de higado de
control, tratados con TAA, tratados con STV+TAA y STV soélo. La B-actina fue utilizada como
control. Los valores son expresados como el incremento en la densidad 6ptica normalizada al grupo
control (n = 1). Cada barra representa la media de los valores de los experimentos realizados por
duplicado para cada ensayo + SEM (n = 3). a Diferencia significativa del control, p < 0.05. b
Diferencia significativa del grupo de TAA, p <0.05.

75 EI esteviosido previene la sobrerregulacion de genes pro-
inflamatorios y pro-fibrogénicos inducida por la exposicion a LPS 'y
EtOH en co-cultivos

Los resultados obtenidos a partir del modelo in vivo, sugieren por primera vez los

efectos del estevidsido como antioxidante al regular al factor maestro Nrf2, como
anti-inflamatorio al regular al factor maestro NF-«xB y anti-fibrético al participar en

varias vias del proceso fibrogénico. Para confirmar los hallazgos anteriores, se
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caracterizaron las propiedades anti-inflamatoria del estevidsido en co-cultivos de
células hHSC/VL-17A. En la Figura 18A y B se muestra que la exposicion de estas
células al LPS (molécula relacionada a la respuesta inmunolégica) o EtOH (conocido
agente etiologico) incrementaron los niveles de mMRNA de NF-«kB comparados con el
grupo control, mientras que el esteviosido previno significativamente este
incremento. Ademas, citocinas reguladas por este factor maestro como el TNF-a
(Figura 18C y D) e IL-6 (Figura 18E y F) también incrementaron como era de
esperarse, sin embargo, el esteviosido previno parcial o completamente este

incremento. En todos los casos, el estevidsido por si mismo no causo ningun efecto.
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Figura 18. Efecto inmunomodulador del estevidsido (STV) en co-cultivo de células hHSC/VL-17A.
Se muestran el incremento relativo del mRNA de NF-xB (A,B); TNF-a (C,D); e IL-6 (E,F) en
muestras de células hHSC/VL-17A en co-cultivos de control, tratados con LPS y EtOH, tratados con
STV+LPS o EtOH respectivamente, y tratados con STV Unicamente. La B-actina fue utilizada como
control. Cada barra representa la media de los valores de los experimentos realizados por duplicado
para cada ensayo + SEM (n = 3). a Diferencia significativa del control, p < 0.05. b Diferencia
significativa del grupo de TAA, p <0.05.

Por otro lado, el efecto anti-fibrético también fue caracterizado tanto con el EtOH asi
como con el LPS en el modelo in vitro de co-cultivos. Como se observa en la Figura
19, el mRNA de a-SMA, TGF-B1, Smad3, PDGFR y c-Myc se elevaron
significativamente ya sea por el EtOH o el LPS, mientras que al ser incubados con el
esteviosido, este incremento se previno efectivamente, por su parte el esteviosido solo

no produjo ningun efecto.
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Figura 19. Efecto anti-fibrogénico del estevidsido (STV) en co-cultivo de células hHSC/VL-17A. Se
muestran el incremento relativo del mRNA de a-SMA (A,B); TGF-f (C,D); Smad3 (E,F); PDGFR
(G,H) y c-Myc (1,J) en muestras de células hHSC/VL-17A en co-cultivos de control, tratados con LPS
y EtOH, tratados con STV-+LPS o EtOH respectivamente, y tratados con STV tnicamente.. La B-actina
fue utilizada como control. Cada barra representa la media de los valores de los experimentos
realizados por duplicado para cada ensayo + SEM (n = 3). a Diferencia significativa del control, p <
0.05. b Diferencia significativa del grupo de TAA, p < 0.05.

7.6 El esteviosido muestra un efecto anti-proliferativo dependiente de la

concentracion
Para poder identificar si el efecto anti-fibrogénico ejercido por el estevidsido era en

parte debido a un efecto anti-proliferativo se realiz6 un ensayo de BrdU. Como se
muestra en la Figura 20, el esteviésido muestra un efecto anti-proliferativo
dependiente de la concentracion en los co-cultivos celulares. En donde la
concentracion de 100 mM produjo el mejor efecto, lo que refuerza los resultados
obtenidos con c-Myc (Figura 191 y J). Asi, se sugiere que otro efecto anti-fibrético

del esteviosido puede ser mediado al inhibir la proliferacion de las HSC.
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Figura 20. Efecto anti-proliferativo del esteviosido (STV) en co-cultivo de células hHSC/VL-17A.
Histograma mostrando la respuesta dependiente de la concentracion en co-cultivos de células
hHSC/VL-17A. Cada barra representa la media de los valores de los experimentos realizados por
duplicado para cada ensayo + SEM (n = 3). a Diferencia significativa del control, p < 0.05.

7.7 Estudio de acoplamiento molecular (docking) mostrando un posible
mecanismo del esteviésido como inmunoregulador.
En la Figura 21A se muestra que el estevidsido presenta una energia de union de -0.9

kcal/mol hacia el TNFR1, lo que indica que existe un ligero impedimento del
estevidsido para poder unirse al receptor; sin embargo, en las Figuras 21B y C se
muestra que el estevidsido se une a los aminoacidos PHE60, THR61, ALA62, LEU67
y LEU71, los cuales estan implicados en la inhibicion del TNFR1. Ademas, en la
Figura 21D-F, las moléculas del estevidsido y el 1V703 que es un inhibidor del
TNFR1 se superpusieron en el sitio de union del receptor en donde ambas moléculas

convergieron.
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Figura 21. Esteviésido (STV) acoplado al receptor TNFR1. Se muestra la energia de unién del
estevidsido acoplado al TNFR1 (A). Se muestra las interacciones del estevidsido con los aminoéacidos
del sitio activo del TNFR1 (B). Vista en 2D del estevidsido interaccionando con los aminoécidos (C).
Superposicion del estevidsido y el V703 en el sitio activo del TNFR1 (D). Amplificacion de la
superposicion del esteviésido-1VV703 (E). Vista en 2D de la interaccion del 1703 con los aminoacidos
del sitio de activo del TNFR1 (F).

En la Figura 22A se muestra la energia de union del estevidsido acoplado al complejo
TLR4-MD-2, siendo esta energia de -5.6 kcal/mol, elicitando una mejor energia que
la encontrada para el TNFR1, como se muestra en la Figura 22B y C los aminoacidos
a los que se une el estevidsido son la ILE63, PHE76, TYR102, ILE117, PHE119,
SER120, PHE121, LYS122 Y PHE151, que son blancos para la inhibicion de la via
del LPS. En la Figura 22D-F se muestra la superposicién del estevidsido con el
inhibidor llamado Eritoran, ambas moléculas se localizan en el mismo sitio que

corresponde al MD-2.
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Figura 22. Estevidsido (STV) acoplado al receptor TLR4-MD-2. Se muestra la energia de unién del
esteviosido acoplado al TLR4-MD-2 (A). Se muestra las interacciones del esteviosido con los
aminoacidos del sitio activo del TLR4-MD-2 (B). Vista en 2D del estevidsido interaccionando con los
aminodcidos (C). Superposicion del esteviosido y el Eritoran en el sitio activo del TLR4-MD-2 (D).
Amplificacion de la superposicion del esteviosido-Eritoran (E). Vista en 2D de la interaccion del
Eritoran con los aminoacidos del sitio de activo del TLR4-MD-2 (F).

64



7. DISCUSION
El estudio de las enfermedades hepéticas ha sido posible en gran medida gracias al

desarrollo de modelos experimentales que mimetizan eficazmente esta patologia.
Dentro de estos modelos, el de dafio cronico inducido por la TAA estd bien
establecido, siendo los principales causantes sus metabolitos TASO y TASO2, los
cuales producen necrosis en los hepatocitos lo que, a largo plazo, conlleva al
desarrollo de una fibrosis hepatica similar a la observada en el humano [35]. Esto se
observa claramente al comparar la morfologia asi como las histologias y marcadores
de dafio hepético obtenidos de higados de ratas tratadas cronicamente con TAA y
compararlos con ratas aparentemente sanas. Por otro lado, una de las principales
funciones del higado es la de almacenar energia en forma de glucogeno, sin embargo,
esta funcion fue disminuida significativamente en los higados de las ratas con cirrosis
[1]. No obstante de lo anterior, el estevidsido previno parcial o completamente la
elevacion de marcadores de necrosis, colestasis y de funcionalidad (almacenamiento
de glucdgeno), proporcionando evidencia importante de sus efectos benéficos en la
cirrosis hepética. Ademas, cuando el higado es lesionado, las KC y los monocitos se
reclutan para desencadenar un proceso inflamatorio. Las KC muestran una alta
activacion del NF-xB, regulador maestro de la inflamacion, muerte celular, y
cicatrizacion en respuesta a las lesiones, desencadenando la produccion y liberacion
de citocinas pro-inflamatorias que eventualmente conducen a la fibrosis. Ademas, la
activacion del NF-«B se observa también en los hepatocitos y las HSC [36,37]. Por lo
anterior, se sugiere que el NF-xB desempefia una funcion principal durante la
respuesta cicatrizal al regular el dafio a los hepatocitos, ya que son los primeros en
desencadenar la respuesta fibrogénica [37]. Lo anterior concuerda con reportes
previos en los que el esteviosido ha mostrado regular a la baja al NF-xB y las
citocinas reguladas por este factor maestro [33,34,38-40], lo que sugiere que el
estevidsido puede ejercer un efecto inmunomodulador sobre la cirrosis hepatica. Por
otro lado, el estrés oxidante participa activamente en los procesos inflamatorio,
fibrogénico y cirrético, principalmente por el dafio que causa a los hepatocitos al
oxidar los lipidos en la membrana de los mismos y promoviendo un proceso

necrotico que desencadena el reclutamiento de las KC y monocitos, estos a su vez
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liberan citocinas pro-inflamatorias que son capaces de activar a las HSC, conllevando
a la produccién de proteinas de la ECM con la consecuente produccion de fibrosis
[41,42]. Ademas, la medicion de los niveles del Nrf2 es otra forma de saber si se
puede presentar un efecto antioxidante. Los resultados obtenidos muestran que el
estevidsido es capaz de mantener los niveles del factor maestro Nrf2 en lugar de
actuar como un neutralizador de radicales libres. Esto se sustenta al comparar las
estructuras quimicas del esteviésido (Figura 13G) y de la quercetina (Figura 13H).
Moléculas con una alta capacidad antioxidante como la quercetina poseen en su
estructura anillos fenolicos, grupos hidroxilos (3’ y 4’) presentes en el anillo B,
dobles enlaces (2,3) en el anillo C junto con los hidroxilos en 3y 5 en los anillos C y
A respectivamente, ademas de poder deslocalizar electrones por efecto de resonancia

a través del grupo 4-oxo confiriendo estabilidad a la molécula [43].

En condiciones basales, las HSC permanecen en un estado quiescente o de
inactividad pro-fibrogénica almacenando vitamina A en el espacio de Disse [44]. Sin
embargo, cuando el higado es lesionado, las HSC cambian su fenotipo al de células
parecidas a miofibroblastos. Estas HSC activadas expresan una proteina del
citoesqueleto llamada a-SMA [22,45]. Por lo anterior, las HSC parecen ser un buen
blanco farmacoldgico para prevenir y/o revertir la fibrosis. EI TGF-B1 es la citocina
pro-fibrogénica por excelencia para activar a las HSC [46]. Por ello, se sugiere que la
prevencion en la activacion de las HSC dada por el estevidsido se debe por la
regulacion a la baja de la via del TGF-B1. Por otro lado, la ECM es un componente
esencial para el microambiente y funcionamiento y del higado, ya que provee de una
superficie para la adhesion celular, como reserva para moléculas de sefalizacién y
ofrece el espacio para el crecimiento y migracion de las células. Un aspecto
importante es la dinamica de la ECM, donde la degradacion de sus componentes es
una caracteristica importante para la reparacion y remodelacién de la misma. Sin
embargo, en los higados cirroticos, esta dinamica se ve afectada incrementado la
produccion de proteinas que constituyen a la ECM, de este modo, la arquitectura del
parénquima hepatico se pierde gracias a la generacion de bandas fibréticas que
delinean nddulos hepatocelulares. Un componente importante en esta remodelacion

son las MMPs, ya que se encargan de degradar los componentes de la ECM asi como
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de regular la respuesta inmunoldgica al liberar y activar citocinas pro-inflamatorias,
pro-fibrogénicas y mitogénicas [47,48]. Las HSC activadas y las KC son fuentes
importantes de MMP-9 y MMP-2, ademés la MMP-9 se ha reportado estar en areas
de fibrogénesis activa, ya que se encarga de escindir al pro-TGF-1 de la ECM asi
como promoveer la activacion, migracion y proliferacion de las HSC. Ademas, se ha
observado una elevacion de las MMP-13 y MMP-9 durante el proceso inicial en la
inflamacién con una notoria expresion del TNF-a, por otro lado, se ha reportado que
la MMP-13 media el inicio de la inflamacion y contribuye a la progresion de la
fibrogénesis [48-50]. Los resultados obtenidos a través del ensayo de zimografia asi
como inmunohistoquimica y por western blot de las MMP-2,-9 y -13
respectivamente, muestran que el estevidsido es capaz de regular la respuesta
inmunitaria y fibrogénica a través de la regulacion a la baja de las MMPs, por lo tanto
previenen la activacion de las HSC y los eventos consecuentes, como la sintesis
abundante de MEC.

Un componente importante en toda patologia, es el que se lleva a cabo a nivel
molecular, por ello, conocer las vias involucradas es de vital importancia para
encontrar nuevos blancos terapéuticos y desarrollar futuros tratamientos. En el caso
de la activacion de las HSC, una de estas vias es la llevada a cabo por las Smads. La
via de sefializacion de las Smads puede darse a través de dos rutas alternas, llamadas
canonica y no candnica. La primera comienza cuando el TGF-B1 se une al receptor
TPBRIIL, receptor que pertenece a la familia de los serina/treonina y presenta actividad
de cinasa, forma un homodimero estable para poder acoplarse a otro receptor
serina/treonina llamado TPRI, formando entonces un complejo entre receptores-
ligando. Una vez que el complejo es formado, el TPRII se autofosforila y promueve
la fosforilacion del TPRI, activando entonces su actividad de cinasa. En esta via, las
Smads 2/3 sirven como factores transcripcionales que estan presentes en el
citoplasma y viajan al nacleo una vez que se acoplan a la Smad4 y son fosforiladas en
su C-terminal por el TPRI. Sin embargo, cuando esta via se sobre estimula, la Smad7
acta como un regulador negativo, antagonizando la cascada de sefializacion del
TGF-B1 [26,51,52]. Por otro lado, en la via no candnica, el PDGF activa al JNK,

mientras que p38 es activado por diversas respuestas al estrés y a citocinas
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inflamatorias, estas su vez fosforilan a la Smad3 en el dominio linker para generar a
la p-Smad3L, que se traslada al nicleo donde estimula la proliferacion de las HSC,
asi como la induccion y deposicion de proteinas de la ECM [53,54]. Los resultados
obtenidos al estudiar las vias de las Smads, nos sugieren que el esteviosido previene
la fibrogénesis al menos en parte por la modulacion de la via no candnica al regular a
la baja la fosforilacién de p-JNK y p-p38, que a su vez fosforilan a la Smad3 en la
region del linker y, por preservar el regulador negativo a través de la Smad7 en la via

canénica.

El uso de diversas herramientas que ayudan a elucidar los posibles mecanismos de
accion mostrados por diversos agentes es de vital importancia en la investigacion de
futuros farmacos. Por ello, el uso de un modelo in vitro utilizando dos tipos celulares
gue mimeticen el microambiente hepatico nos proporciona datos importantes para
afinar el mecanismo molecular por el cual actla el estevidsido en la cirrosis hepatica.
Los resultados de estos experimentos concuerdan con los obtenidos de ratas tratadas
cronicamente con TAA, sugiriendo fuertemente un importante mecanismo
inmunomodulador por parte del estevidsido que explica, en parte, los efectos
protectivos elicitados ante un dafio al higado. Ademas, la Smad3 juega un papel
fundamental en el desarrollo del proceso fibrogénico. Por otro lado, proteinas
relacionadas en la proliferacion de las HSC y la activacion de la via no candnica de
las Smad como el PDGFR incrementan la respuesta inflamatoria y fibrotica a través
de las vias de las MAPK, NF-xB y c-Myc, potente mitdgeno que puede ser inducido
por el PDGF vy citocinas pro-inflamatorias via p-Smad3L [53]. Un importante
resultado obtenido de las pruebas in vivo e in vitro, es que el NF-xB puede
representar un blanco terapéutico para la prevencion de la fibrosis hepatica, esto se
debe a que este factor maestro muestra tener una comunicacion cruzada con la via de
sefializacion del JNK [37]. Interesantemente, el estevidsido bloguea la activacion del
NF-«xB y la produccion subsecuente de las citocinas pro-inflamatorias, por lo tanto, es
razonable pensar que este efecto puede llevar a regular a la baja mediadores pro-

fibrogénicos.
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Por otro lado, otra herramienta ampliamente utilizada es el acoplamiento molecular o
docking molecular. Este es usado principalmente como una herramienta predictiva
para anticipar las posibles interacciones moleculares entre proteinas y ligandos a un
nivel atomico, lo que permite caracterizar el comportamiento del ligando en el sitio
de union de las proteinas blanco asi como conocer los procesos bioquimicos
fundamentales [55]. Por ello, y con el fin de elucidar el posible mecanismo por el cual
el esteviosido ejerce su efecto inmunomodulador, se estudiaron receptores que estan
altamente relacionados con la via de activacion del NF-xB. Para lo cual, se eligio al
TNF-0, citocina maestra que activa al NF-kB a través de sus receptores TNFR1 y
TNFR2 [56]. Asi, bloquear la activacion del NF-kB y la respuesta inflamatoria a
través de los receptores al TNF-a surge como un blanco farmacoldgico idoneo. Por
otro lado, los toll-like receptors (TLRs) participan activamente en los procesos que
desencadenan la respuesta inflamatoria al reconocer patrones moleculares asociados a
dafio tisular. Resultados recientes enfatizan la contribucion de los TLRs en el dafio
hacia el higado a través de vias complejas que median la activacion de las HSC y la
consecuente generacion de la fibrosis. Notablemente, los TLRs participan en la
respuesta de las células a las lesiones por moléculas como la TAA [57,58]. Por lo
anterior y considerando los resultados obtenidos con el modelo in vitro al incubar a
las células con LPS, se utiliz6 una imagen cristalogréfica del TLR4-MD-2 como otro
receptor plausible para ser estudiado. Asi, los resultados encontrados a través de los
ensayos de docking refuerzan los resultados obtenidos in vivo e in vitro, sugiriendo
un efecto inmunoregulador por parte del estevidsido debido a la afinidad que éste
presenta por receptores relacionados a moléculas que pueden activar al NF-«B, y de

esta manera regular a la baja la expresion de citocinas pro-inflamatorias.
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8. CONCLUSIONES

8.1 Conclusiones particulares

a)

b)

c)

d)

f)

El esteviosido es capaz de prevenir significativamente el dafio inducido tanto
en el modelo in vivo como en el in vitro por los hepatotoxicos.

El efecto antioxidante del estevidsido se debe probablemente a que preserva
los niveles del factor maestro Nrf2.

El efecto inmunoregulador del estevidsido se debe en parte a que previene la
activacion del factor maestro NF-kB y regula a la baja la expresion de
citocinas pro-inflamatorias inducidas por el mismo.

El estevidsido puede ser capaz de interactuar con los receptores TNFR1 y
TLR4-MD-2 a nivel molecular en un modelo in silico, reforzando asi la
propuesta de su participacion dentro de las via pro-inflamatorias

El efecto anti-fibrogénico observado por parte del estevidsido se debe en parte
a que puede interactuar a multiples niveles dentro del desarrollo de la fibrosis.
El esteviosido mostrd no ejercer ningun efecto nocivo en los modelos in vivo

en in vitro.

8.2 Conclusion general
El estevidsido ejercio un efecto antioxidante, inmunomodulador y anti-fibrético a

diferentes niveles dentro del desarrollo de la cirrosis hepéatica. Ademas, el estevidsido

exhibe un perfil de seguridad razonable, sugiriendo que podria ser utilizado en un

futuro en investigaciones clinicas. Sin embargo, se requieren de mas estudios en

modelos animales para proveer evidencia razonable de las consecuencias de su uso en

periodos de exposicion a corto y largo plazo en pacientes cirréticos.
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9. PERSPECTIVAS
Para determinar de forma mé&s precisa la capacidad antioxidante del

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

Probar el efecto inmunoregulador en co-cultivos de células en las que se
incluyan HSC, hepatocitos de cultivos primarios y KC.

Determinar los efectos del estevidsido en otros modelos de lesion hepética
como el de NASH.

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

11.APENDICES

Para realizar la curva estandar de calibracion se prepararon las siguientes

disoluciones:

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

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

25 mL.

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

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

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

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

1 0.0 5.5 0.0

2 0.5 5.0 0.025
3 1.0 4.5 0.050
4 2.0 3.5 0.100
5 3.0 2.5 0.150
6 4.0 15 0.200
7 5.0 0.5 0.250

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

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

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

construyd una ecuacion de la formay = mx + b, en donde y corresponde a cada uno

de los valores de absorbancia obtenidos en la lectura de las muestras de plasma

sanguineo, m y b a la pendiente de la recta y ordenada al origen respectivamente, y x

corresponde al valor de concentracion desconocido.

1.2

1

0.8

0.6

0.4

0.2

0

y=4.176x+ 0.0081
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R?=0.9998
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Gréfica 1. Curva de calibracion para la determinacion de la actividad de la FA.
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12.2 Curva de calibracion de y-GTP
Se pesaron 13.81 mg de p-nitroanilina y se aforaron a 250 mL con acido acético 1.5

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

Tabla 4. Curva de calibracion de y-GTP.
Tubo Disolucién 1 (uL) | HzO (uL) Producto (nmoles/mL) | Producto (umoles/mL)
1 50 1950 10 0.01
2 100 1900 20 0.02
3 150 1850 30 0.03
4 250 1750 50 0.05
5 375 1625 75 0.75
6 500 1500 100 0.10
7 750 1250 150 0.15
8 1000 1000 200 0.20

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

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

valor se empled para reportar la actividad enzimatica como pmol/Lmin.
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Gréfica 2. Curva de calibracion para la determinacion de la actividad de la y-GTP.
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12.3 Curva de calibracion de ALT
En la Tabla 7 se indican los reactivos y cantidades empleadas para preparar los

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

conocida de producto) se realizé por duplicado.

A continuacion se describe la preparacion de los reactivos utilizados.
+« Buffer de fosfatos 0.1 M, pH 7.4: Se mezclaron 840 mL de disolucion 0.1 M
de fosfato disddico con 160 mL de disolucion 0.1 M de fosfato monopotasico.

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

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

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

Tabla 5. Curva de calibracion de ALT.

Ndmero de tubo
Reactivos 1 2 3 4 5 6 7

Disolucion sustrato (uL) 250 225 200 175 150 125 100
Disolucién estandar de piruvato (uL) 25 50 75 100 125 150
Buffer de fosfatos (uL) 50 50 50 50 50 50 50
Reactivo cromogeno (uL) 250 250 250 250 250 250 250
NaOH 0.4 N (mL) 25 25 25 25 25 2.5 2.5

Piruvato (umoles) 0.025 0.050 | 0.075 | 0.100 0.125 0.150

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

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

partir de las absorbancias obtenidas para las muestras de plasma.
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Gréfica 3. Curva de calibracion para la determinacion de la actividad de la ALT.

12.4 Proteinas

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

Tabla 6. Curva de calibracion de proteinas.

Tubo

Albimina sérica bovina (uL)

H20 (uL)

Reactivo de Bradford (mL)

1

0

100

2.4

5

95

2.4

10

90

2.4

15

85

2.4

20

80

2.4

25

75

2.4

30

70

2.4

0N~ |w|N

35

65

2.4

9

40

60

2.4

10

45

55

2.4

11

50

50

2.4

12

60

40

2.4

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

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

homogenados de higado.
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Gréfica 4. Curva de calibracion para la determinacién de la cantidad de proteinas.
125 GSH
A continuacion se describe la preparacion de las disoluciones empleadas para
elaborar la curva de calibracion.
¢+ Disolucion patron de glutation reducido (1 nmol/mL): se disolvieron 30.7
mg de GSH con disolucion de fosfatos 0.3 M hasta completar un volumen de
100 mL.
% Disolucion de fosfatos: 42.6 g de Na2HPOj4 se disolvieron con agua destilada.
La disolucion se afor6 a 1 L, para obtener una concentracion final de 0.3 M.
% Reactivo de Ellman: se pesaron 40 mg de acido 5,5 -ditiobis nitrobenzoico
(DTNB) y se disolvieron con 100 mL de una disolucién de citrato de sodio al
1%
La Tabla 9 muestra las cantidades afiadidas de cada una de las disoluciones a fin de

obtener distintas concentraciones del producto de la reaccion.

Tabla 7. Curva de calibracion de GSH.

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

1 0 22 0.25 0
2 10 2.19 0.25 10
3 50 2.15 0.25 50
4 100 2.10 0.25 100
5 250 1.95 0.25 250
6 450 1.75 0.25 450
7 650 1.55 0.25 650

81




Los tubos se agitaron por inversién y a partir de las absorbancias obtenidas a 412 nm
en el espectrofotometro Shimadzu UV-1201 y la concentracion conocida de GSH
presentada en la Tabla 9 se calcul6 la ecuacion de la recta.

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

de higado.
3
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Gréfica 5. Curva de calibracion para la determinacién de la cantidad de GSH.

12.6 Colagena (HP)

Disolucidon estandar de HP: se pesaron 10 mg (76.26 umol) de HP y se llevaron a un
volumen de 76.26 mL con agua destilada para obtener una disolucion de 1 pmol/mL
equivalente a 1nmol/pL.

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

concentraciones de HP presentadas en la Tabla 9.

Tabla 8. Curva de calibracion de HP.
Tubo Disolucion HP (uL) H,O (mL) HP (nmoles)

1 2.00 0

2 10 1.99 10
3 30 1.97 20
4 50 1.95 50
5 70 1.93 70
6 100 1.90 100
7 150 1.85 150
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8 200 1.80 200

9 300 1.70 300
10 400 1.60 400
11 500 1.50 500

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

Para cada valor de concentracion correspondié uno de absorbancia, lo que permitio
calcular la ecuacion de tipo lineal y = mx + b. Con dicha ecuacion y considerando los
valores de m y b como constantes, se calcul6 la concentracion de HP (valor de x) de
acuerdo a las absorbancias (valor de y) de cada una de las muestras de higado.
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Gréfica 6. Curva de calibracion para la determinacion de la cantidad HP.
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IL-6 ARC0962
IS R Invitrogen (Waltham, MA, USA)
Goat anti-Mouse 1gG
(H+L), HRP 626520
IL-1B AB1832P
NF-«xB (p65) MAB3026
EMD Millipore (Billerica, MA, USA)
MMP-13 MAB13426
TGF-1 05-1423
TNF-a SC-52746
Santa Cruz (Santa Cruz, CA, USA)
IL-17a SC-374218
Col-1 C2456
Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA
a-SMA A5691
4HNE abh46546
Nrf2 ab31163
Smad7 ab90086
phospho-Smad3-Ser213 ab63403 Abcam (Cambridge, MA, USA)
phospho-JNK-
Thr183+Tyr185 ab131499
Goat anti-Rabbit 1gG
(H+L), HRP ab6721
phospho-p38- L
Thr180+Tyr182 9211S Cell Signaling (Danvers, MA, USA)
B-actin AM4302 Ambion (Austin, TX, USA)
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NF-xB (RelA) ~ NM_199267.2  Rn01502266_m1 67 bp

riL-1p NM_031512.2  Rn00580432_ml 74 bp
[TNF-a NM_012675.3  Rn01525859 g1 92 bp
rIL-6 NM_012589.2  Rn01410330_ml1 121 bp
rIL-10 NM_012854.2  Rn00563409 m1 70 bp

ra-SMA (Acta2) NM_031004.2  Rn01759928 g1 65 bp

TGF-p1 NM_053802.1  Rn01442102_ m1 123 bp

rGAPDH NM_017008.4  Rn01775763_gl 174 bp
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hIL-6

hIL-1p

hNF-xB
(p65/RelA
)

hTNF-a

ha-SMA
(Acta2)

hPDGF-B
receptor

hSMAD3
(MADH3)

hTGF-p1

C-Myc

hB-actin
(ACTB)

NM_000600.4

NM_000576.2

NM_021975.3

NM_000594.3

NM_001141945.2

NM_002609.3

NM_005902.3

NM_000660.6

NM_002467.5

NM_001101.4

5’-AAA GAG
GCA CTG GCA
GAA AA-3°

5’-ATG CAC
CTG TAC GAT
CAC TGA-3’

5’-AAT GGC
TCG TCT GTA
GTG C-3°

5-ACT TTG
GAG TGA TCG
GCC-3

5’-CTG AGC
GTG GCT ATT
CCTTC-3’

5’-GGC TAC
ATG GAC ATG
AGC AA-3°

5’-GGA GAA
ATG GTG CGA
GAA GG-3°

5’-TGA ACC
GGCCTT TCC
TGCTTCTCA
TG-3°

5’-TCA AGA
GGC GAA CAC
ACA AC-3’

5’-GGA GAA
TGG CCC AGT
CCTC-3

5°-TTT CAC CAG
GCA AGT CTC CT-
37

5’-ACA AAG GAC
ATG GAG AAC
ACC-3’

5’-TGC TCA ATG
ATC TCC ACA
TAG G-3’

5’-GCT TGA GGG
TTT GCT ACA AC-
3,

5’-GCA GTG GCC
ATCTCATTT TC-
3 b

5’-TCG GCA GGT
CCT CTC AG-3’

5’-GAA GGC GAA
CTC ACA CAG C-
3,

5’-GCG GAA GTC
AAT GTA CAG
CTG CCG C-3°

5’-GGCCTTTTC
ATT GTT TTC CA-
3,

5’-GGG CAC GAA
GGC TCATCAT-
3,

99 bp

142 bp

145 bp

139 bp

109 bp

150 bp

259 bp

152 bp

110 bp

145 bp



