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RESUMEN

En este trabajo se pretendio elucidar el mecanismo de accion de la NAR en la prevencion
del dafio hepatico cronico experimental y evaluar la capacidad de la NAR y la CUR para

revertir una cirrosis previamente establecida.

Mecanismo de accion de la NAR en la prevencion del dafio hepatico experimental: las
ratas Wistar machos fueron administradas con 400 mg kg™ de CCl, 3 veces/semana i.p,
durante 8 semanas para inducir el dafio hepético. Por otro lado, para evaluar el mecanismo
de la NAR en la prevencion de la fibrosis hepatica, 8 ratas fueron administradas con 400
mg kg™ de CCl, 3 veces/semana durante 8 semanas + 100 mg kg™ de NAR diario v.o0. por
las mismas 8 semanas. La NAR fue capaz de prevenir la elevacion de las proteinas
profibrogénicas TGF-B, a-SMA, CTGF, Col-1 y MMP13; redujo la actividad de las MMP2
y 9, los niveles de los NF-«xB, IL-1p e IL-10, asi como la activacion de JNK vy la

fosforilacion de Smad3 en el “linker”.

Modelo de reversién de la cirrosis experimental: se administrd el CCl, por 12 semanas a
las ratas Wistar macho (400 mg kg™, 3 veces/semana); pero, al inicio de la semana 9 de
dafio se administré la NAR o CUR (100 mg kg™*/2 dia, v.0) para determinar su capacidad
para revertir la cirrosis experimental previamente establecida. Por medio de las técnicas de
western blot, inmunohistoquimica y qRT-PCR se demostro que la NAR y la CUR tuvieron
la capacidad de revertir la elevacion de los marcadores bioquimicos de dafio hepético y de
restaurar el GSH y el glucogeno. Por otro lado, regresaron a la normalidad los niveles de
TGF-B, a-SMA (proteina y mRNA), CTGF, Col-1 y MMP13, asi como la actividad de las
MMP2 y 9y los niveles de NF-xB, IL-1(3 e IL-10. También pudieron revertir la activacion
de JNK y la fosforilacion de Smad3 en el “linker”, asi como la proteina y mRNA de
Smad3.

Los resultados mostraron que la NAR y la CUR bloquearon las vias del TGF-B-Smad3 y
JNK-Smad3 y por este medio llevaron a cabo sus efectos antifibroticos, haciéndolas buenas

candidatas para estudios clinicos.
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ABSTRACT

The aim of this study was to elucidate the mechanism of action of naringenin (NAR) to
prevent from chronic liver damage and to evaluate the ability of NAR and curcumin (CUR)

to reverse the previously established cirrhosis.

Mechanism of action of NAR in preventing experimental liver damage: male Wistar
rats were given 400 mg kg™ CCl, 3 times / week i.p for 8 weeks to induce liver damage. In
order to evaluate NAR mechanism in hepatic fibrosis prevention, 8 rats were administered
with 400 mg kg™ of CCl, 3 times / week for 8 weeks + 100 mg kg™ of NAR, daily, p.o. for
8 weeks. NAR was able to prevent the elevation of profibrogenic proteins as TGF-B, a-
SMA, CTGF, Col-1 and MMP13; also, reduced the activity of MMP2 and 9, decreased NF-
kB, IL-1p and IL-10 levels, as well as lowered the activation of JNK and Smad3

phosphorylation in the linker domain.

Reversal model of experimental cirrhosis: CCl, was given for 12 weeks to male Wistar
rats (400 mg kg, 3 times/week); however, NAR or CUR (100 mg kg™*/ two times a day,
p.0) was administered at the beginning of week 9 of CCl, treatment to determine its ability
to reverse established experimental cirrhosis. Western blot, immunohistochemistry and
gRT-PCR techniques demonstrated that NAR and CUR had the ability to reverse liver
damage biochemical markers elevation and to restore GSH and glycogen. On the other
hand, levels of TGF-pB, a-SMA (protein and mRNA), CTGF, Col-1 and MMP13, as well as
the activity of MMP2 and MMP9 and levels of NF-kB, IL-1 and IL-10 were restored by
NAR or CUR treatment. They also reversed JNK activation and Smad3 phosphorylation in

the “linker” domain, as well as protein and Smad3 mRNA.

The results demonstrate that NAR and CUR block TGF-B-Smad3 and JNK-Smad3
pathways and thereby carry out their antifibrotic effects, making them good candidates for

properly performed clinical studies.
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1 INTRODUCCION
1.1 Generalidades del higado

El higado es la glandula méas voluminosa del cuerpo humano, pesa alrededor de 1.4 kg en el
adulto promedio, se encuentra debajo del diafragma y ocupa la mayor parte del hipocondrio

derecho.

El higado estd formado por unidades funcionales llamadas lobulillos, constituidos por
células epiteliales especializadas llamadas hepatocitos organizadas en torno a una vena
central. El lobulillo hepéatico contiene capilares muy permeables llamados sinusoides, a
través de los cuales circula la sangre. En los sinusoides también estan presentes las células

de Kupffer que son macréfagos residentes del higado (Figura 1) (1).

Lobulillo hepatico

Vena central

Triada portal: r

Rama de la
anteria hepatica

Rama de la vena
porta hepatica

Caonductillo biliar

Figura 1. Esquema de un lobulillo hepatico. EL lobulillo es la unidad funcional del higado que consiste en un
grupo de hepatocitos dispuestos alrededor de una vena central (1).

Cada célula hepatica se encuentra adyacente a los canaliculos biliares y la bilis que secretan
entra en los canaliculos biliares y es almacenada en la vesicula biliar (1, 2). Ademas de
producir bilis, el higado cumple otras funciones vitales como son: el metabolismo de los
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hidratos de carbono, de lipidos y de proteinas; el procesamiento de farmacos y hormonas, la

excrecion de bilirrubina y el almacenamiento de sales biliares.

1.2 Fibrosis y cirrosis

Las enfermedades hepaticas representan uno de los mayores problemas de salud en la
sociedad actual. La fibrosis resulta del dafio crénico al higado en conjunto con la
acumulacién de proteinas de la matriz extracelular (MEC), llevando a la formacion de las
cicatrices, la pérdida de la arquitectura tisular, el desarrollo de los nddulos de regeneracion
y falla del 6rgano. Independientemente de la causa del dafio, la fibrosis representa la

consecuencia final de una inflamacién hepética cronica (3-5).

Las principales causas de la fibrosis hepética incluyen la infeccion por el virus de la hepatitis
B, virus de la hepatitis B, el abuso del alcohol y la esteatohepatitis no alcohélica (4, 5).

Los hepatocitos son mas susceptibles que otras células a los agentes toxicos y son las
primeras células en dafiarse tras una lesion hepatica, los hepatocitos lesionados liberan
especies reactivas de oxigeno (EROS) que dafian las membranas celulares como la del
reticulo, la de la mitocondria y la membrana celular derivando en el estrés oxidativo, la
peroxidacion lipidica (PL) y el incremento de las concentraciones celulares de calcio, hasta

Ilegar a la apoptosis (3-6).

Los hepatocitos apoptdticos sufren la fragmentacion del ADN y forman cuerpos
apoptoticos que pueden ser fagocitados por las células de Kupffer, las cuales se activan y
producen citocinas profibrogénicas como el factor de crecimiento transformante-beta
(TGF-B), el factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a) y el factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF) (3-6).

El TGF-B y el PDGF son las principales citocinas involucradas en la fibrogénesis ya que

actuan sobre un tipo celular hepatico llamado células estelares hepaticas (CEHSs). En el
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higado normal las CEHs se encuentran en reposo en el espacio de Disse, expresando
marcadores caracteristicos de adipocitos como PPARy, SREBP-1c y leptina, ademés son el

principal almacén de vitamina A (4, 6).

Tras el dafio hepético y por la intervencion del PDGF y del TGF-B, las CEHs se activan,
transdiferencidndose en miofibroblastos contractiles y proliferativos que son los
responsables de la excesiva secrecion de MEC; ademas, las CEHs expresan marcadores
miogénicos como la alfa-actina del masculo liso (a-SMA) y ¢c- myc. Otra caracteristica de
la transdiferenciacién de las CEHs es la produccién de citocinas proinflamatorias que
causan el reclutamiento de linfocitos y la capacidad de migracion hacia los sitios de
reparacion del tejido, donde se acumulan secretando grandes cantidades de MEC. Las
CEHs activadas también liberan TGF- que, de forma autdcrina, estimula las vias de

sefializacion profibrogénicas en las CEHs (Figura 2) (3-8).

Apoptotic Hepatocytes
+— hepatocytes

Xenobiotics

/ Hepatic sinusoid

Figura 2. Los hepatocitos apoptéticos inducen la fibrosis hepatica. En respuesta a una lesion, los hepatocitos
forman cuerpos apoptéticos, que son fagocitados por las células de Kupffer, las células estelares hepaticas o
los hepatocitos sanos, posteriormente liberan citocinas profibrogénicas que activan a las células estelares
(Modificado de 7).
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Las vias de sefializacion intracelulares juegan un papel fundamental en la patogénesis de la
fibrosis, principalmente la del TGF-B, que tiene tres efectos principales: la activacion de las
CEHes, la estimulacion de la sintesis de la MEC y la supresion de la degradacion de MEC
(6, 7).

En respuesta al TGF-B, las CEHs producen colagena tipos | (Col-I), Il y IV,
proteoglicanos, glicoproteinas, fibronectina, tenascina y glicosaminoglicanos que son
componentes de la MEC. La progresion de la fibrosis hepéatica esta asociada con un
aumento en la produccion de MEC y a la disminucion de su degradacion, derivada de dos
factores: el primero es la expresiéon a la baja de las metaloproteasas (MMPS), la cuales
desintegran a la MEC. EIl segundo es la sobreexpresion de los inhibidores tisulares de las
metaloproteasas (TIMPSs), que inhiben a las MPP. El TGF-p esta implicado en la regulacion
de la remodelacion de la MEC que se relaciona directamente con la inhibicion de las
MMPs, con la expresion aumentada del TIMP1 y del factor de crecimiento del tejido
conectivo (CTGF), indicando que la progresion de la fibrosis hepética puede ser detenida
por el bloqueo del TGF- (3, 6).

Los eventos antes mencionados desencadenan el desarrollo de la fibrosis hepatica, pero la
inhibicidn o estimulacién de ciertas vias de sefializacién, puede llegar a prevenir o revertir
el desarrollo de dicha patologia; por ejemplo, el aumento de la actividad colagenolitica o la
inhibicion de la via del TGF-p.

La fibrosis hepatica progresa rapidamente a la cirrosis en varios entornos clinicos. La
cirrosis puede ser definida como la consecuencia final de la fibrosis y tiene como resultado
la formacion de nodulos de hepatocitos en el parenquima hepéatico y alteracion de la

circulacion sanguinea y de la funcién del 6rgano (4-9).

Maés del 40% de los pacientes con cirrosis, son asintomaticos y pueden permanecer asi por
décadas, pero el deterioro progresivo es inevitable, desarrollandose complicaciones como la
ascitis, las hemorragias varicosas, las encefalopatias, la disfuncion hepatocelular y el

aumento de la resistencia intrahepatica. Los pacientes con cirrosis pueden permanecer
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libres de complicaciones graves durante varios afos, es decir, es una cirrosis compensada,
mientras que la cirrosis descompensada se asocia con un tiempo de vida corto y el

trasplante de higado se indica a menudo como la Unica terapia eficaz (4-10).

Por lo anterior, es indispensable la busqueda de tratamientos que resuelvan el problema de
la salud mundial en el que se ha convertido la cirrosis y la fibrosis, tanto para su prevencion
como para la reversion, ya que, si se logra prevenir dicha enfermedad, se evitara que siga

progresando y se mejorara la calidad de vida del paciente.

1.3 Via canonica y no canénica del TGF-p

Conocer el mecanismo de accion del TGF-B, es decir, la via de sefializacién por la que
ejerce sus efectos profibrogénicos, es esencial para buscar puntos de regulacién de la via e

impedir el desarrollo de la fibrosis y posteriormente la cirrosis.

El TGF-B es una proteina de 25 kDa, dimérica, que se une a su receptor con actividad de
cinasa de serina (Ser)/treonina (Thr). El receptor a este estd formado por dos subunidades,
el receptor tipo | (TPRI) y el receptor tipo Il (TBRIIL). Primero, el TGF-B se une al TRRII
con gran afinidad y después al TBRI; posteriormente, el dominio de cinasa del TPRII, que
esta constitutivamente activo, fosforila al dominio cinasa Ser/Thr del TBRI, activandolo
para fosforilar a unos factores de transcripcion citoplasmaticos llamados Smads activadas
por receptor (R-Smads) (11, 12).

Las Smads estan divididas en tres clases de acuerdo a sus funciones: R-Smads, que son
activadas por receptores de la familia del TGF-B; la Co-Smad4, que se une a las R-Smads
para que se puedan traslocar al nucleo y las I-Smads que antagonizan las funciones de las
R-Smads, inhibiendo la via por ubiquitinizacién del TPRI y R-Smads. Las Smads tienen
tres dominios que son: el N-dominio terminal, el dominio “linker” y el C-dominio terminal
(12-14).
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Una vez que el TPRI ha sido activado fosforila a las R-Smads en su C-terminal
activandolas y liberandolas para unirse con la Co-Smad4 para transportarse al nucleo donde
se pueden asociar con otras proteinas de union al ADN vy activar o inhibir factores de
transcripcion para ciertos genes anti (Smad7) o profibrogénicos (a-SMA, Col-1 y CTGF)
(11, 15).

La via candnica del TGF-B y R-Smads se lleva a cabo por la fosforilacién en las Ser*® y

423 425 de la Smad3 también en su C-

Ser*®” de la Smad2 en su C-terminal y de las Ser*? y Ser
terminal. Sin embargo, la region “linker” también puede sufrir fosforilaciones en residuos
de Ser y Thr, por las MAPK, incluyendo a ERK, JNK, p38 y CDK4, que pueden fosforilar
al “linker” de la Smad2 en la Thr*®, Ser®®, Ser®, Ser®, mientras que, a Smad3 en la

Thr'™, ser®®, Ser’®, ser®® (Figura 3) (12, 16).

Smad2 MH1 domain : MH2 domain

Smad3 MH1 domain WIS MH2 domain

Thr!?
Seri™
Serlol
Ser®

Figura 3. Sitios de la fosforilacion en la region “linker” y C-terminal de la Smad2 y Smad3 (17).
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El TBRI y JNK/CDK4/ERK fosforilan diferencialmente a las R-Smads, creando tres
fosfoisoformas: R-Smads fosforiladas en el C-terminal (pSmad2C y pSmad3C), R-Smads
fosforiladas en el “linker” (pSmad2L y pSmad3L) y R-Smads fosforiladas tanto en el C-
terminal como en el “linker” (pSmad2L/C y pSmad3L/C) (12, 16).

En condiciones normales, el TGF-B inhibe el crecimiento y la proliferacion de las CEHs
por regulacion a la baja de la expresion de c-Myc, via pSmad2C y pSmad3C. Por otro lado,
el TGF-B favorece la expresion de la Smad7 via pSmad3C; esta Smad junto con el factor
de ubiquitinacioén regulador de las proteinas Smad (Smurf) ubiquitiniza al receptor TBRI,
mandandolo al proteosoma para su degradacion. Asi, se inhibe la via canonica del TGF-
(12,16).

En el dafio hepatico crénico, la sefializacion involucrada en la fibrogénesis esta dada por el
PDGF al activar a JNK, el cual fosforila a Smad2 y Smad3 en el “linker” para generar
pSmad2L y pSmad3L (Figura 4). Posteriormente, pSmad3L forma rapidamente un
heterocomplejo con Smad4 y se transloca al nucleo, donde estimula la proliferacion de las
CEHs por la sobre regulacion de la transcripcion de c-Myc. Después de la fosforilacion
(citoplasmatica) en el C-terminal de la pSmad2L por el TBRI, la pSmad2L/C formada, se
transloca al nucleo con Smad4 para estimular la expresion del inhibidor del activador del
plasmindgeno (PAI-1), que tiene efectos profibrogénicos (Figura 4) (12, 16).
3 Chronic liver injury @
&
e W =

L@ |
JNK
o >
T .
pSmad3L pSmad2L pSmad2L/C
—» L
Nucleus Nucleus
Smad7 gene Smad7 gene
4
\ Q@ c-Myc gene K PAI-1 gene /
- " . Constitutive
Growth stimulation ECM deposition

Figura 4. Via de sefializacion del TGF-B y JNK durante el dafio hepatico cronico (18).
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A diferencia de la induccion de la Smad7 en las CEHs quiescentes via pSmad3C, la
pSmad3L no induce la expresion de la Smad7 en las CEHs transdiferenciadas a
miofibroblastos (Figura 4). Asi, bajo poca presencia de la Smad7, la sefial profibrogénica
de las fosfo-R-Smads puede promover constitutivamente la produccién y deposicion de

MEC por miofibroblastos y acelerar el desarrollo de la fibrosis hepética (Figura 4) (18).

El conocimiento de estas vias es necesario para entender los procesos fibréticos en el
higado y asi poder escoger los blancos terapéuticos para inhibir dichas vias. Las diferentes
fosfoisoformas de las R-Smads, en particular de las que se encuentran fosforiladas en el
“linker” se cree que son responsables de la induccién de genes profibrogénicos en dafios
cronicos al higado y por ello es importante estudiarlas y buscar herramientas

farmacoldgicas para bloquearlas y asi prevenir o revertir la fibrosis.

1.4 Fibrosis experimental: el CCl,

Para estudiar el desarrollo de la fibrosis, su fisiopatologia y posibles tratamientos, se
utilizan diferentes modelos de dafio hepatico, los cuales tratan de imitar el curso patologico

que se desarrolla en los individuos (19).

Un ejemplo de modelo de dafio hepéatico es el del CCls, que es una sustancia toxica
ampliamente utilizada para inducir fibrosis hepatica, ya que produce una cirrosis hepatica

con caracteristicas similares a las que se presentan en el humano (20).

El CCl, se activa en los hepatocitos por el CYP2EL, CYP2B1 o CYP2B2 y posiblemente
CYP3A, dando lugar al radical libre triclorometilo (CCl3"). Este radical puede unirse a
macromoléculas como acidos nucleicos, proteinas o lipidos, afectando procesos celulares
fundamentales, como el metabolismo de lipidos, la sintesis de proteinas o la cadena
respiratoria. Por otro lado, la formacién de aductos entre CCls" y el ADN puede iniciar los

procesos que llevan al desarrollo del cancer hepético (21, 22).
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El CCl;° también puede reaccionar con el oxigeno para formar el radical
triclorometilperoxilo (CCI;00°), una especie altamente reactiva. EI CCI;00°, al ser mas
inestable que el CCly’, tiende a extraer con mayor rapidez un hidrégeno de los acidos grasos
poliinsaturados (PUFAS), iniciando una serie de reacciones que terminan en la completa
desintegracion de los PUFAS en aldehidos, carbonilos y alcanos. Este proceso es
denominado PL y puede comprometer el funcionamiento de las membranas celulares como
la mitocondrial y la endoplédsmica, lo que resulta en el incremento de calcio celular y
pérdida de la homeostasis, que puede contribuir en gran medida a la apoptosis de los
hepatocitos (21-23).

Luego de la PL y del dafio a los hepatocitos, se activan las células de Kupffer y las CEHs
derivando en los tipicos procesos fibroticos donde se involucra la via de sefializacion del
TGF-B (21).

La induccion de la cirrosis por el CCly en ratas parece reproducir muchas caracteristicas
observadas en humanos: el higado altamente nodulado, la hipertension portal y la
arquitectura normal es remplazada por los nédulos de regeneracion, el tejido fibrotico y la
proliferacion de los conductos biliares (24).

Debido a lo anterior, el CCl, es un buen modelo de dafio hepatico, que se puede utilizar
para estudiar los mecanismos por los que se desarrolla la fibrosis, ademas para desarrollar
terapias que lleven a la prevencion y a la reversion de esta enfermedad hepatica que se

encuentra dentro de las primeras causas de muerte entre la poblacion nacional y mundial.

1.5 La NAR y la CUR como hepatoprotectores
1.5.1 LaNAR

Los flavonoides tienen propiedades antioxidantes y son potentes inhibidores de la PL. Un
flavonoide que ha tomado auge en los ultimos afios es la naringenina (4, 5,7-

trihidroxiflavonona, NAR) (Figura 6), que es la aglicona natural de la naringina (4°5,7-
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trihidroxi flavanona 7-ramnoglucésido). La NAR se encuentra ampliamente distribuida en
citricos, tomates, cerezas y cacao. La NAR tiene propiedades antioxidantes que se
atribuyen a su relacion estructura-actividad, ya que los sustituyentes hidroxilos del
flavonoide pueden donar hidrogenos a las EROS, permitiéndoles adquirir una estructura
estable. Ademas, este compuesto ha sido ampliamente investigado por sus actividades
farmacoldgicas, incluyendo las propiedades antitumorales, las antiinflamatorias y las
hepatoprotectoras (12, 25, 26).

OH
OH
HO o_ .
HO I 0

OH O o 0

(R)-naringenin (S)-naringenin

Figura 5. Estructura de la naringenina (4', 5,7-trihidroxiflavonona, NAR). La NAR es un flavonoide de tipo
flavanona, con dos isomeros: (R)-NAR y (S)-NAR que se encuentran en la naturaleza como mezcla racémica
(12).

Se conoce que uno de los primeros procesos del dafio hepatico es el estrés oxidativo, la
NAR surge como una alternativa para prevenir o revertir la cirrosis, debido a que es un
buen donador de hidrégenos y estabilizador de radicales libres, por sus grupos -OH y

capacidad de estabilizarse por resonancia quimica (12, 25).

Algunos antecedentes demuestran que la NAR es capaz de prevenir el dafio hepatico
inducido por metales pesados, dimetil nitrosamina, etanol e incluso CCl, en modelos
agudos o de prevencion; sin embargo, no se habia investigado en la cirrosis (Tabla I). En
estos modelos la NAR funciona impidiendo la elevacién de marcadores de dafio hepatico
como las enzimas alanina aminotransferasa (ALT), la fosfatasa alcalina (FA) y la gamma-
glutamil transpeptidasa (y-GTP). Por otro lado, la NAR previene la disminucién de la
concentracion del antioxidante enddgeno glutation reducido (GSH) y mantiene los niveles
de la actividad del sistema antioxidante enddgeno formado por las enzimas superdxido

dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GPx) (12).
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A nivel de su mecanismo de accién se sabe que la NAR modula los niveles de TGF-B,
Smad3, Col-l, TNF-a, factor nuclear-«B (NF-kB), COX-2, iNOS, entre otras proteinas

involucradas en la fibrosis. También se tienen antecedentes de que la NAR previene la

apoptosis de los hepatocitos, la transdiferenciacion de las CEHs y la produccion excesiva
de la MEC (12).

Tabla I. Efectos de la naringenina (NAR) en diferentes modelos de dafio hepatico.

Modelo Dosis Dafio Efecto Referencia
. L . Previene la elevacion de la bilirrubina, la
20y 50 mg kg Dimetilnitrosamina o o L
Rata i disminucion de la albimina sérica y la activacion 28
de peso Higado
de las células estelares.
100 mg kgt de )
Rata CCl, agudo, higado . 29
peso Inhibe las Cas 3,8y 9.
Previene la elevacion de ALT, GTP y la
50 mg kg™ de i peroxidacion lipidica, aumenta las actividades de
Rata Etanol, higado . ] 30
peso SOD, CAT, GPx, GR, GST asi como la cantidad
de GSH, vitaminaCy E.
Previene la elevacién de la ALT, la FA, la LDH,
50 mg kg™ de o la GTP, la peroxidacion lipidica, los dienos
Rata Cadmio, higado . . . . 31
peso conjugados y los protein- carbonilos. Previene la
disminucién de SOD, CAT, GPx, GST, GR.
20,40y . Previene la elevacion de los marcadores de dafio
Rata . Niquel . L o 32
80 mg kg hepatico, la peroxidacion y el estrés oxidativo
50 mg kg de Previene la elevacion de marcadores de dafio
Rata Plomo . L . 33
peso hepatico, peroxidacidn y estrés oxidativo
50 mg kg'1 de i Previene la elevacién de transaminasas, hierro,
Rata Etanol, higado . ] 34
peso ferritina, TNF-a, I1L-6, NF-kB, COX-2, e INOS.
Rats 50 mg kg? de CCl,agudo, Previene deposicion de colagena y la expresion -
aton
peso Rifion del TGF-B.
CAlul Reduccion de la MEC, la Col-I, la fibronectina y el
élulas
HSC.T6 0a50uM TGF-B, 10 ng//mL PAI-1. Disminucion de la transcripcion y la 36

activacion de Smad3.
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A pesar de los diversos estudios de la NAR como hepatoprotector, no se cuentan con
estudios sobre su papel durante el dafio hepéatico crdnico, ya sea previniendo o revirtiendo
la fibrosis experimental. Un antecedente directo del papel de la NAR sobre el dafio hepatico
cronico es el reportado por Herndndez-Aquino en el 2013, donde se administré CCl, a ratas
Wistar macho por 8 semanas y al mismo tiempo NAR (50 mg/kg/dia), encontrando que el
flavonoide fue capaz de prevenir totalmente la fibrosis inducida por el hepatotdxico (Tabla
I1); sin embargo, no se evalu6 el mecanismo de accion por el que el compuesto natural

ejerce su efecto preventivo (27).

Tabla Il. Efecto de la naringenina en la prevencion del dafio hepatico por la administracion del CCl,. a indica

diferencia significativa con respecto al control, P <0.05 y b indica diferencia significativa con respecto al grupo CCl4, P
<0.05 (27).

Parametro Control CCl, CCIl,+NAR NAR
Fosfatasa alcalina en pmol L™ min™ 128.6 £ 16.30 | 247.4 % 20. 130.8 + 154.5 +9.30
13° 10.51°
y-glutamiltranspeptidasa en pmol L min” [ 11.83+1.18 [ 19.72+2.17* [ 11.75+1.31° [ 10.65+0.55
Alanina aminotransferasa en pmol L” min™ [ 41.51+2.04 [ 121.8+2.20° | 43.65+350° | 25.39 +7.19
Peroxidacion lipidica en nmol MDA mg™* 0.09+0.005 |0.20+0.01* [0.10+0.006° | 0.12 +0.007
proteina
Glutation reducido en mmol glutatién g™ de | 1.40 + 0.07 0.08+0.03* |[213+0.04° | 1.68+0.09
tejido

Glucégeno en g glu 100 g~ de tejido 3.99 +0.27 1.07+0.20*° [ 3.81+043° [518+0.31°

Colagena en mg colagena g™ liver 2.47+0.10 7.99+1.43° [470£0.73° | 218+0.39

Con base en lo anterior se concluye que la NAR es un buen hepatoprotector en diversos
modelos experimentales, sin embargo, no se tienen estudios detallados sobre su mecanismo
de accion en el dafio cronico ni se ha evaluado su capacidad para revertir la fibrosis
hepatica previamente inducida. Cabe sefialar que los pacientes acuden al meédico con la
enfermedad ya establecida, por lo que la capacidad de un compuesto para revertir la cirrosis

adquiere gran importancia clinica.
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152 La CUR

Otro producto natural ampliamente estudiado y con propiedades antioxidantes importantes
es la curcumina (CUR). Este producto natural tiene propiedades antiinflamatorias,

anticancerigenas, cardioprotectoras y antifibroticas, entre otras (37,38).

Quimicamente, la CUR esta formada de dos unidades aromaticas, cada una con un grupo
-O-metoxilo y sustituyentes fendlicos. Las unidades aromaticas sustituidas estan conectadas
por un polieno dentro del que se encuentra un estado de equilibrio ceto-enol o un diceto
(Figura 6) (39).

0 o]

(a) MeQ. I \ / I OMe
HO OH
0] OH
MeO I \ / I OMe
HO OH

Figura 6. Estructura quimica de la curcumina (CUR). La CUR est4 formada por dos unidades aromaticas,

(b)

cada una con un grupo -O-metoxido y sustituyentes fendlicos. Las unidades arométicas sustituidas estan
conectadas por un polieno dentro del que se encuentra un diceto (a) o un estado de equilibrio ceto-enol (b)
(39).

La CUR ha probado ser efectiva como hepatoprotectora en diferentes modelos de dafio
hepético y su mecanismo de accidn cada vez esta mas claro (Tabla I1l); ademas de ser un
potente antioxidante y de impedir el estrés oxidativo, previene el aumento de marcadores de

dafo hepatico, restituye los niveles de GSH vy las actividades de la SOD y la GPx.

Por otro lado, la CUR es capaz de inhibir la via de sefializacion del TGF-p, inhibiendo a o-
SMA y a Smad3, asi como la expresion de los receptores del TGF-B. La CUR previene la

elevacion de los niveles de TNF-a, IF-y e IL-6, IL-1p y NF-xB y por lo tanto, la
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inflamacién. Otro efecto de la CUR sobre el dafio hepatico es la prevencién de la apoptosis

de los hepatocitos por regular a la baja proteinas proapoptoticas como Bcl-2, Bcl-xL, Bax y
caspasa (Cas) 3 (Tabla I1I).

Tabla 1. Efectos de la curcumina (CUR) en diferentes modelos de dafio hepatico.

Modelo Dosis Dafio Efecto Referencia
L Previene la disminucién del GSH y de la relacion
200 mg kg CCl,agudo, . y
Rata hicad GSH/GSSG. Previene elevacion de la IL-6, el TNF-a y 40
eso igado
P g la IL-1p a nivel del mMRNA vy la activacion del NF-kB.
Reduce la inflamacion por reducir los niveles de IF-y,
20 mg kg . TNF-a, IL-6. Inhibe la activacion de CEHs, aumenta los
Rata Etanol, higado ) 41
de peso niveles de PPARY y reduce los de PDGF, TGF-f y TRBIl y
1l
Rat 100 mg kg LCBCy Prevencion y reversion del incremento del TGF-p a nivel "
atas
de peso CCl, del mMRNA y proteina
HSC-T6 1.25-10 mM TGF-B Suprime la expresion de a-SMA y la deposicion de 43
colagena.
Células
AML12y 300mgkg? | TAA crénico, _I_nhlbe activacion de CEHs e mflamacm_n. Regula
positivamente P53 y Bax, pero regula negativamente Bcl- 44
Ratones de peso higado
BALB/c
Ratas . Previene la elevacion de TGF-g, Smad2, Smad7, Smad3
., | CClycronico, ) . ] L
Sprague- 200 mg kg hicad a nivel de proteina y del mRNA. Previene fosforilacion de 45
igado
Dawley 9 Smad2 y Smad3.
Ratas CCl, ) ] .
200 mg kg™ . Previene la elevacion de la ALT, AST, lipidos,
Sprague- subcronico, o 46
de peso i triglicéridos, colesterol y LP.
Dawley higado
Células HSC-T6 1 . Previene el aumento de DNMT]1, a-SMA and Collal a
50 mg kgde | CClycrdnico, ) . .
y Ratones . nivel de proteina y de mRNA. Modifica patrones de 47
peso higado L
BALB/c metilacion
Células HSC-T6 N . Previene la activacion de CEHSs, previene la elevacion de
300 mg kg TAA, cronico B .
y ratas i la expresion de a-SMA, Col-1 y TNF-a. Mantiene normal 48
de peso higado

el estrés oxidativo.
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A pesar del gran conocimiento de los efectos hepatoprotectores de la CUR en modelos
agudos y de prevencion, no se tienen datos del efecto de este compuesto en un modelo de
reversion. El descubrimiento de farmacos antifibréticos con capacidad para revertir la
enfermedad es un gran avance para desarrollar medicamentos que en un futuro se

encuentren disponibles en el mercado y lleguen a la poblacion que los necesite.
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2 JUSTIFICACION

Las enfermedades hepéticas son una de las primeras causas de muerte entre la poblacion
mexicana debido al alto indice de alcoholismo, infecciones por virus de la hepatitis,
obstrucciones colestasicas, dieta, obesidad y esteatohepatitis no alcohélica. Todo ello deriva
en una alta cantidad de pacientes con fibrosis hepética para la cual ain no se tiene un
tratamiento adecuado, siendo una de las mejores opciones el trasplante de higado, el que no
es viable por el escaso numero de donadores y problemas de histocompatibilidad. Es por
ello que se necesitan farmacos que prevengan o reviertan la fibrosis y conocer su

mecanismo de accion.

La fibrosis hepatica est4 estrechamente relacionada con el estrés oxidativo y la generacion
de EROS, con un posterior desarrollo de la via del TGF-p candnica y no candnica. Es
sabido que los flavonoides como la NAR presentan caracteristicas quimicas que los hacen
poderosos antioxidantes por su relacién estructura-actividad y porque bloguean algunos
puntos de las cascadas de sefializacion del TGF-p.

Estudios recientes indican que la NAR previene el dafio hepéatico cronico experimental, sin
embargo, no se conoce su mecanismo de accion. Ademas, no se tienen reportes de su
capacidad para revertir el dafio hepatico crénico previamente establecido. Es por ello que se
plantea: a) investigar el mecanismo de accion de la NAR en un modelo de prevencion de
dafio hepatico crénico con CCl, y b) evaluar la capacidad de la NAR y de la CUR para

revertir la cirrosis hepatica previamente establecida con CCl,en ratas,
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3 HIPOTESIS

La administracion crénica del CCl, induce fibrosis y cirrosis por la generacion de las
EROS, la PL y por la via del TGF-B. La NAR prevendra la fibrosis en un modelo de dafio
cronico inducido con CCls mediante la inhibicion tanto de la via candnica como de la no
canonica del TGF-B. Por otro lado, la NAR y la CUR revertiran la fibrosis inducida por

CCly, por el mismo mecanismo de accion.

[ TGF-

Dafio
CCl_|—| hepatico Smad3

JNK

—1 Genes
profibrogénicos

NAR 1
Fibrosis

Figura 7. Representacion esquematica de la hipdtesis.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Investigar el mecanismo de accion de la NAR en la prevencién del dafio hepatico crénico
experimental y la evaluacion de la capacidad de la NAR y la CUR para revertir una cirrosis

previamente establecida.

4.2 Objetivos particulares

a) Caracterizar el efecto antifibrotico de la NAR y la CUR por inhibicion del TGF-f en la

fibrosis hepatica experimental.

b) Elucidar el papel de la NAR y la CUR en la via de sefializacion canonica del TGF-B-
Smads y en las vias alternas de fosforilacion de las Smads por accion de JNK en el dafio

hepatico crénico.

c) Evaluar el efecto antioxidante de la NAR y la CUR sobre el estrés oxidativo durante la

fibrosis hepatica experimental.

d) Conocer si la NAR y/o la CUR tienen efectos sobre la inflamacién en la fibrosis
experimental ya establecida.

e) Determinar si la NAR y/o la CUR revierten la transdiferenciacion de las CEHs en el
dafio hepatico cronico.
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5 MATERIALES Y METODOS
5.1 Material Bioldgico

En este trabajo experimental se utilizaron ratas Wistar macho proporcionadas por la Unidad
de Produccion y Experimentacion de Animales de Laboratorio (UPEAL) del
CINVESTAV-IPN. El estudio cumplié con los requisitos de la institucion y con lo
establecido en la regulacion oficial mexicana (NOM-062-Z0O0-1999) con respecto a las
especificaciones técnicas para produccion, cuidado y manejo de animales de laboratorio.
Las ratas se mantuvieron bajo condiciones controladas (22 + 2 °C, humedad relativa del 50-
60% vy ciclos de 12 h luz-oscuridad). Fueron alimentadas con LABDIET ® FORMULAB
DIET 5053 y agua ad libitum.

5.2 Reactivos

La NAR fue adquirida de SIGMA ALDRICH USA, nimero de catdlogo N5893-25G, +
Naringenin. La CUR fue comprada a SIGMA ALDRICH USA (C1386-50G). El CCl, fue
de J.T Baker, México, numero de catadlogo 1512 y el petrolato fue de la marca High Purity,
Meéxico D.F. con nimero de catalogo A 1015.

5.3 Disefio experimental
5.3.1 Modelo de prevencién

Se utilizaron 60 ratas Wistar macho con un peso de 120-150 g al empezarlos experimentos.
Las ratas se dividieron en cuatro grupos aleatoriamente y se trataron de acuerdo al siguiente

esquema (Tabla IV):

Tabla IV. Grupos experimentales y dosis en el modelo de prevencion del dafio hepatico crénico.
Modelo de dafio hepatico crénico con la administracion CCl,

Nombre n | Tratamiento Dosis Duracién
Control 10 CMC 1mL dia?, v.o. 8 semanas
Dafio 20 CCl, 400 mg kg™, 3 veces/semana i.p. 8 semanas

Experimental | 20 | CCl,+ NAR | 400 mg kg™, 3 veces/semana i.p + 100 mg kg */dia v.0. | 8 semanas
NAR 10 NAR 100 mg kg /diaria v.o. 8 semanas
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El modelo de prevencion se baso en la administracion concomitante del hepatotoxico CCly
y del hepatoprotector NAR por 8 semanas (Figura 8).

Prevencion | Semanas |1 |2 |3 | 4|56 7|8

CCl,

Figura 8. Esquema del modelo de prevencién del dafio hepético cronico inducido por el CCl,.

Cabe senalar que durante las 8 semanas de tratamiento con CCl, se realizaron diferentes
disoluciones del toxico, dependiendo de la semana en la que se encontraba el tratamiento
(Tabla V). Este método es ampliamente probado para inducir fibrosis y alcanzar las

concentraciones necesarias de CCl, para que se logre el efecto de dafio deseado.

De cada dilucion se tomaron 0.25 mL para ser administrados a cada rata de forma
intraperitoneal (i.p.). El vehiculo utilizado para administrar el CCl, fue petrolato; éste no
induce cambios en los marcadores de dafio hepatico (49, 50), por lo que no se formé un

grupo al que se le administrara solamente petrolato.

En el caso de la administracion de la NAR, ésta se suspendié en carboximetil celulosa
(CMC) al 0.7% como vehiculo y se tomd 1 mL de la suspension para administrarlo a cada

rata, de manera intragastrica con una canula.

Tabla V. Diluciones del CCl,a lo largo de las 8 semanas de tratamiento crénico.
Semana Partes de CCl, Partes de Proporcion
petrolato
12 1 7 1:7
28 1 6 1:6
3 1 5 1:5
42 1 4 1:4
52 1 3 1:3
62 1 3 1:3
72 1 3 1:3
82 1 3 1:3
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Una vez que el periodo de tratamiento para cada grupo termind y después de las 72 h, los
animales fueron sacrificados bajo anestesia de ketamina (100 mg kg de peso) y xilacina
(8 mg kg1 de peso). Se colectaron muestras de sangre por puncion cardiaca, mientras que
el higado fue rapidamente removido; de cada uno se tomaron porciones adecuadas para
cada determinacion que fueron tratadas de acuerdo a cada técnica; mientras que el resto fue
guardado a -72 °C.

5.3.2 Modelo de reversion

Se utilizaron 90 ratas Wistar macho con un peso de 120-150 g al inicio del experimento; las

ratas se dividieron en seis grupos aleatoriamente y se trataron de acuerdo a la Tabla V1I:

Tabla VI: Grupos experimentales y dosis en el modelo de prevencion del dafio hepatico crénico.

Modelo de dafio hepético cronico con la administracion de CCl,

Nombre n Tratamiento Dosis Duracion
Control 10 CMC 1 mL dia™, v.o. 4 semanas
Dafio 20 CCl, 400 mg kg™, i.p., 3 veces/semana | 12 semanas
Experimental 400 mg kg™, i.p., 3 veces/semana 12y4
1 20 CCls+ NAR +100 mg kg /2 dia, v.o. semanas
Experimental 400 mg kg™, i.p., 3 veces/semana 12y4
2 20 CCls+ CUR +100 mg kg™/dia, v.0. semanas
NAR 10 NAR 100 mg kg™/2 dia, v.0. 4 semanas
CUR 10 CUR 100 mg kg™/dia, v.o. 4 semanas

Para la administracion del CCl, se utilizé el mismo esquema de diluciones que en el
modelo de prevencion (Tabla V). A partir de la semana 5 y hasta la 12 se administro el
CCl,4 en una dilucion de 1:3. En cuanto a la NAR, se utiliz6 CMC al 0.7% CMC como
vehiculo y fue administrada dos veces al dia via oral (v.0.). Respecto a la CUR, se
administré6 en CMC 0.7% v.o una vez al dia. El modelo de reversion se baso en la
administracion del CCl4 por doce semanas continuas, pero al comienzo de la semana 9 se
administrd la NAR o la CUR junto con el CCl, (Figura 9).

72 h después de que terminaron los tratamientos, los animales fueron sacrificados bajo
anestesia de ketamina (100 mg kg™ de peso) y xilacina (8 mg kg™ de peso). Se colectaron
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muestras de sangre por puncidn cardiaca, mientras que el higado répidamente fue
removido; de cada uno se tomaron porciones adecuadas para cada determinacion que

fueron tratadas de acuerdo a cada técnica; mientras que el resto fue guardado a -72 °C.

——NAR —]

Semanas |1 (2|3 (4 |5|6|7|8|9|10|11 |12

CCl; |

CUR —

Semanas |1 |2 (3|4 |5|6|7(8[9|10| 11|12
CCl,

Figura 9. Esquema del modelo de prevencién del dafio hepético cronico inducido por el CCl,.

5.3.3 Tratamiento de las muestras

Una vez finalizados los periodos de experimentacion, la sangre y los higados obtenidos se

trataron de la siguiente manera:

La sangre fue depositada en tubos de ensayo de 15 x 75 mm sin heparina; de ésta se
tomaron 0.3 mL para determinar el GSH de acuerdo a la técnica. El resto de la sangre fue
centrifugada a 1300 rpm por 15 min. El suero obtenido fue utilizado para determinar las
actividades enzimaticas de la ALT, la FA y la y-GTP. El resto del suero fue conservado a
4°C.

Los higados fueron seccionados para obtener cortes histologicos que se depositaron en
viales conteniendo paraformaldehido al 4% en PBS. Con estas muestras se realizo la
tincion de hematoxilina y eosina (H y E) y la tincion tricromica de Masson, asi como
inmunohistoquimicas para TGF-B, a-SMA, NF-xB, IL-1p (Figura 10).
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Del resto del o6rgano, fueron tomados 0.5 g para determinar la PL a través del
malondialdehyde (MDA); 0.3 g para cuantificar el GSH, 1g para conocer la actividad
enzimatica de la GPx, ademas de 0.5 g para cuantificar el glucégeno y 0.1 g para

cuantificar la colagena.

Ademas, se necesitaron 0.25 g de higado para los ensayos de zimografia para las MMP2 y
MMP9, asi como 50 mg para los western blot (WB) que se realizaron para TGF-B, a-SMA,
Col-I, CTGF, MMP13, Smad7, JNK, pJNK, pSmad3L, Smad3, NF-xB, IL-1p, IL-10 y 50
mg para qRT-PCR y RT-PCR punto final para a-SMA y Smad3 (Figura 10).

El resto de los higados fueron introducidos a viales y conservados a -72 °C.

Sangre GSH
AIT
Suero FA
v-GTP

Tincion de hematoxilina-eosina
. Cm:te's Tincion tricromica de Masson
histologicos ] L
Inmunohistoquimicas

Peroxidacion lipidica
GSH
GPx
Proteinas

WB
Zimogramas

PCR

~

Homogeneizado

Higado

Glucogeno

Hidroxiprolina ]

Figura 10. Marcadores bioquimicos del dafio hepético y otras técnicas realizadas.
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5.4 Determinacion de los marcadores de dafio hepatico
5.4.1 Alanina aminotransferasa

Para determinar la actividad enzimatica de la ALT, por duplicado, se depositaron los
reactivos indicados a continuacion en tubos de ensayo de 15 x 75 mm; mas un blanco de

reactivos (51):

BLANCO (mL) PROBLEMA (mL)

1.- Solucién de sustrato 0.25 0.25

2.- Plasmaproblema e 0.05

3.- Se mezclaron y se agitaron suavemente y se incubaron a 37 ° C durante 60 min en un bafio

maria

4.- Reactivo cromdgeno 0.25 0.25

5.-  Plasma problema 005 e

6.- Seincubaron a 37 ° C durante 15 min

7.- Seadicionaron NaOH 0.4 N. 2.50 2.50

8.- Se lee la absorbancia a 515 nm.

Curva de calibracién de la alanina aminotransferasa.

Se prepararon los siguientes reactivos:

Solucién amortiguadora de fosfatos 0.1 M, pH 7.4: Se mezclaron 840 mL de solucion
0.1 M de fosfato disodico con 160 mL de la solucion 0.1 M de fosfato monopotasico.

Solucion de sustrato: Se disolvieron 1.78 g de D/L alanina y 30 mg de acido
alfaoxoglutarico en solucion amortiguadora; se afiadieron 0.5 mL de hidroxido de sodio 1

N y se complet6 a 100 mL con solucion amortiguadora. Se conservé a 4 °C.

Reactivo cromoégeno: Se disolvieron 200 mg de 2,4 dinitrofenilhidrazina en é&cido

clorhidrico 1N caliente y se completd hasta un litro con HCI 1N.
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Solucién estandar de piruvato: (1 pmol mL™) se disolvieron 11 mg de piruvato sédico en

100 mL de solucion amortiguadora de fosfatos 0.1 M, pH 7.4. Se prepara el mismo dia que

se utiliza.

La curva de calibracion se realizd como se indica en la Tabla VII:

Tabla VII. Curva de calibracion de la alanina aminotransferasa.

Reactivos No. de tubo
1 2 3 4 5 6 7
Solucidn sustrato (uL) 250 | 225 | 200 | 175 | 150 | 125 100
Solucidn estandar de piruvato (uL) - | 25 50 75 | 100 | 125 150
Solucién amortiguadora de fosfatos (uL) | 50 50 50 50 50 50 50
Reactivo cromdgeno (ulL) 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 250
NaOH 0.4 N (mL) 25| 25 | 25| 25 |25] 25 | 25
Piruvato (umoles) ---- 1 0.025 | 0.05 | 0.075 | 0.1 | 0.125 | 0.150

Se ley6 la absorbancia de cada muestra a 515 nm.

5.4.2 Fosfatasa alcalina

Los ensayos se realizaron por duplicado y con un blanco de reactivos, por la técnica

siguiente (52):

1.- Se adicion6 a cada tubo de reaccion, 0.25 mL de solucion amortiguadora de glicina 0.1

M y de MgCl, 1mM, pH 10.5 y 0.25 mL del sustrato p-nitrofenilfosfato.
2.- Se colocaron los tubos en bafio maria a 37 ° C por 5 min.

3.- Se afadieron 50 pL de la muestra y se mezclaron suavemente.

4.- Se incubaron 30 mina 37°C.

5.- Se paro la reaccion con 5 mL de NaOH 0.02 N y se agito por inversion.

6.- Se leyeron las absorbancias a 410 nm en un espectrofotémetro marca SHIMADZU, con

ndmero de serie de UV-1201.
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Nota: Para preparar el blanco de reactivos se colocaron 50 uL de agua en lugar de la

muestra.

Curva estandar para la fosfatasa alcalina

Para realizar la curva estandar, se prepararon las siguientes soluciones:

1. p-nitrofenol solucién estandar 10 pmoles mL™.

2. 0.5 mL de la solucién estandar de p-nitrofenol se llevo a 100 mL con NaOH 0.02 N.

3. NaOH 0.02 N.

Nota: El blanco de reactivos se realizé con 5.5 mL de la solucion 3 y se leyeron las
absorbancias a 410 nm.

Se sigui6 la Tabla VIII para realizar la curva de calibracion.

Tabla VI1II. Curva estandar de la fosfatasa alcalina.

CURVA ESTANDAR PARA LA FOSFATASA ALCALINA
TUBO | Solucion 2 (mL) | Solucién 3 (mL) Sustrato hidrolizado (umoles)
1 0.5 5 0.025
2 1.0 4.5 0.050
3 2.0 3.5 0.10
4 3.0 2.5 0.15
5 4.0 1.5 0.20
6 5.0 0.5 0.25

5.4.3 Gamma-glutamil transpeptidasa

Se utilizaron tubos de ensayo de 15 x75 mm, por duplicado méas un blanco de reactivos
(53).

1.- En cada tubo se adicionaron:
400 mL de Tris-HCI 200 mM, pH 8.2

100 mL de MgCl, 200 mM
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100 mL de Glicil-glicina 40 mM, pH 8.2.

200 mL de Gamma-glutamil-p-nitroanilida 10 mM

2.- Previa incubacion durante10 min a 37°C, se inici6 la reaccion con 200 mL de suero.

3.- Se incubd a 37 °C por 30 min y se detuvo la reaccién con 2 mL de &cido acético 1.5M.
4.- Se leyd la absorbancia a 410 nm y se cuantificd la p-nitroanilina producida mediante la

curva estandar.

Nota: Se hizo un blanco de reactivos sustituyendo los 200 mL del plasma por agua.

Curva estandar de la gamma-glutamil transpeptidasa

Se pesaron 13.81 mg de p-nitroanilina y se llevaron a 250 mL con &cido acético 1.5M. La

curva de calibracién se realizé como se indica en la Tabla IX. Se ley6 la absorbancia a 410

nm.

Tabla IX.- Curva de calibracion de la gamma-glutamil transpeptidasa.

TUBONo. [ SOLUCION1 (uL) | H,0 (uL) [ nmoles mL™ | umoles mL™

1 50 1950 10 0.01
2 100 1900 20 0.02
3 150 1850 30 0.03
4 250 1750 50 0.05
5 375 1625 75 0.075
6 500 1500 100 0.1

7 750 1250 150 0.15
8 1000 1000 200 0.20

5.4.4 Peroxidacion lipidica

Para realizar esta técnica (54) se llevd a cabo el siguiente procedimiento:

1. Se pesaron 0.5 g de higado.

2. Se homogeneizé el higado en 5 mL de agua.

3. Se tomaron 300 pL del homogeneizado de higado y se agregaron 700 pL de Tris-HCI

150 mM pH 7.4 para completar 1 mL.




4. Se agregaron 2 mL de TBA al 0.375 % disuelto en TCA al 15 %.
5. Se calentd a ebullicion por 45 min.
6. Se centrifugd a 3000 rpm por 10 min y se leyo el sobrenadante a 532 nm.

7. Se determinaron las proteinas del homogeneizado hepatico.
5.4.4.1 Determinacion de las proteinas por el método de Bradford

Para desarrollar esta técnica se realizo el siguiente procedimiento (55):

1. Se tomaron 100 mL del homogeneizado preparado para determinar PL y se llevaron a
1,000 pL con agua tridestilada.

2. De la dilucidn anterior se tomaron 20 mL + 80 mL de agua tridestilada.

3. El blanco de reactivos se prepard con 100 mL de agua.

4. Se afiadieron 2.4 mL del reactivo de Bradford.

5. Se leyd la absorbancia a 595 nm.
Curva de calibracion para las proteinas

Se prepar6 una curva de calibracién utilizando albGmina bovina sérica (Img mL™), con las
siguientes concentraciones: 0, 5, 10, 15, 20, 30, 35, 40, 50, 60, 80, 100 pug mL™. Se leyeron

las absorbancias a 595 nm.
5.4.5 Glutation reducido en higado y sangre
Para realizar la técnica de cuantificacion de GSH se realiz6 el siguiente procedimiento (56):

1. Se homogeneizaron 0.3 g de higado o 0.3 mL de sangre en 1.2 mL de solucion
precipitante.
2. Se centrifugaron por 20 min a 12000 rpm (JA-21).
3. Se tomaron 0.1mL del sobrenadante (por duplicado) y se agregaron 2.1 mL de la
solucion de fosfatos y 0.25 mL de reactivo de Ellman.
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4. Se agitaron y se leyeron a 412 nm, en el espectrofotometro marca SHIMADZU, con
namero de serie de UV-1201.

Curva estandar del glutation reducido

1. Se preparo la solucién patrén de GSH 1 (nmol uL™). Se pesaron 30.733 mg de GSH y se
[levaron a 100 mL con solucidn de fosfatos.

2. Se agitd cada tubo y se leyeron las muestras a 412 nm en un espectrofotometro marca

SHIMADZU, con nimero de serie de UV-1201.

Tabla X. Curva de calibracion del glutation reducido en higado y sangre.

Tubo | GSH (uL) Nmol Na,HPO,4 (mL) DTNB (mL)
B 0 0 2.2 0.25
1 10 10 2.19 0.25
2 50 50 2.15 0.25
3 100 100 2.10 0.25
4 250 250 1.95 0.25
5 450 450 1.75 0.25
6 650 650 1.55 0.25
7 850 850 1.35 0.25

5.4.6 Glutation peroxidasa

La actividad de la GPx se determiné de esta forma (57):

1.- Se homogeneizo 1g de higado en 10 volimenes de solucion amortiguadora de fosfatos
50 mM, pH 7.4 durante 30 s.

2.-Se filtrd el homogeneizado haciéndolo pasar por una gasa y se centrifugd a 3000 rpm
durante 5 min a 4 °C. Se obtuvo un sobrenadante de donde se tom6 una muestra para medir

proteinas.
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Reaccién enzimatica:

1.- En un tubo se adicionaron 2 mL de solucion amortiguadora de fosfatos 75 mM y 50 uL
de glutation 60 mM, 0.1 mL de NADPH 3 mM, 200 uL de sobrenadante y 0.45 mL de
agua.

2.- La reaccion se inici6 al agregar 0.1 mL de hidroperdxido de cumeno 45 mM.

3.- La conversion de NADPH a NADP" se monitore6 continuamente a 340 nm por 4 min.
La actividad de la GPx se expres6 como nmol de NADPH oxidado a NADP* min™ mg™ de

proteinas, utilizando un coeficiente de extincion de 6.22x10° M em™.
5.4.7 Glucogeno
La determinacién del glucégeno hepatico se realizé con la técnica de la antrona (58):

1. Se pesaron 0.5 g de higado en tubos de tapon esmerilado y se les adicion6 1.5 mL de
KOH al 30%, se taparon y se hirvieron en bafio Maria, durante 30 min.

2. Después de enfriar, se pasaron a un matraz volumétrico de 25 mL y se aforaron con agua.
3. Se tomaron de 40 a 160 mL de la solucién anterior y se llevaron a 1 mL en tubos de
13x100 esmerilados, por duplicado. Se prepar6 un blanco con 1 mL de H,O y 2 estandares
con 20 pL de una dilucién de glucosa estandar (1 mg mL™) y se llevaron a 1 mL con agua.
4. Se prepard una solucién de antrona 0.2% en H,SO,4 concentrado. Se afiadieron 2 mL de
antrona a cada tubo, agitando suavemente y enfriando los tubos en hielo.

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

6. Se enfriaron de inmediato sobre agua con hielo.

Cada muestra se leyd a una absorbancia de 620 nm en un espectrofotometro marca
SHIMADZU, con nimero de serie de UV-1201.
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5.4.8 Colagena

Para cuantificar la colagena se determiné la hidroxiprolina (HP) con la siguiente técnica
(59):

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

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

3. Una vez hidrolizadas las muestras, se destaparon las ampolletas y se colocaron
nuevamente en el horno a temperatura de 60-80 °C, por 24 h o hasta que se secaran.

4. Las muestras ya secas se resuspendieron con 2 mL de solucién amortiguadora de acetato
de sodio-acido citrico, pH 6.0; se agitaron vigorosamente y se vaciaron en tubos de ensayo,
las ampolletas se lavaron con 1 mL de la misma solucion amortiguadora.

5. Se centrifugd a 3000 rpm durante 15 min.

6. En un tubo conteniendo una pequefia porcion de anorita (carbon activado) se deposité el
sobrenadante y se agité durante un min. Se centrifugd a 3000 rpm por 15 min; si el
sobrenadante no quedaba claro se repetia este paso.

7. Se tomaron 1 mL del sobrenadante mas 1 mL de H,O y 1 mL de cloramina T. Se dejo
reposar exactamente 20 min a temperatura ambiente. Se hizo un blanco de reactivos.

8. Transcurridos los 20 min, se adicionaron 0.5 mL de tiosulfato de sodio 2 M, 1 mL de
NaOH 1N y aproximadamente 2 g de NaCl. Se agitd inmediatamente para detener la
reaccion.

9. A cada tubo se agregaron 6 mL de tolueno y se agitaron durante 1 min. La fase acuosa se
utiliz6 para la cuantificacion de HP.

10. Se extrajo la capa de tolueno y se desechd. La porcion acuosa se tapd y se coloco en un
bafio de agua hirviendo durante 20 min.

11. Los tubos se enfriaron 15 min en refrigerador y frios se les adicion6 6 mL de tolueno y
se agitaron durante 1 min.

12. De la fase de tolueno se tomaron alicuotas de 1 mL por duplicado y se les agreg6 4 mL

del reactivo de Ehrlich y se agitaron fuertemente.
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13. Se dejaron reposar durante 30 min para que se llevara a cabo la reaccion. Se leyeron a
560 nm.

Curva estandar de la hidroxiprolina

Se pesaron 10 mg (76.26 umol) de HP y se llevaron a un volumen de 76.26 mL, lo que dio
una disolucién con una concentracion 1 pmol mL™*=1nmol uL™. Posteriormente, se sigui6

con lo indicado en la Tabla XI.

Tabla XI. Curva estandar de la hidroxiprolina.

Tubo HP pL H,O mL HP nmoles
1 10 1.99 10
2 20 1.98 20
3 50 1.95 50
4 70 1.93 70
5 100 1.90 100
6 150 1.85 150
7 200 1.80 200
8 300 1.70 300
9 400 1.60 400
10 500 1.50 500
B 2.00 --

1. En tubos con rosca y tapon se adicionaron los reactivos de la Tabla XI. Se agregé 1 mL
de cloramina T. Se dejé reposar 20 min a temperatura ambiente.

2. Pasados los 20 min, se detuvo la reaccion por la adicion de 500 uL de tiosulfato de sodio
2 M; con 1 mL de NaOH 1IN y con aproximadamente 2g de NaCl. Se agit6
inmediatamente.

3. Se agregaron 6 mL de tolueno a cada muestra y se agitaron durante 1 min.

4. Se extrajo la fase de tolueno y se desechd. El contenido acuoso se cubrié con su
respectivo tapon y se colocé en un bafio de agua hirviendo durante 20 min.

5. Se enfriaron los tubos y nuevamente se les agregé 6 mL de tolueno y se agitaron durante

Imin.
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6. Se tomdn por duplicado una alicuota de 1 mL de la fase de tolueno y se mezcl6 con 4 mL
del reactivo de Ehrlich y se agité vigorosamente.
7. Se incubaron los tubos 30 min a temperatura ambiente para desarrollar color. Se leyo la

absorbancia a 560 nm.

5.5 Histologias
5.5.1 Tincién de hematoxilina y eosina

En esta técnica de tincion de tejidos se aprecian los nucleos de las células de color violeta-
azul y el citoplasma se tifie de color rosa. El procedimiento fue el siguiente (60):

1. Cortes gruesos de higado se depositaron en un vial conteniendo una solucién fijadora de
paraformaldehido al 4% en PBS, el tiempo minimo de fijacion fue de 24 h.

2. Los cortes se lavaron con agua corriente, se deshidrataron en alcoholes y se embebieron
en parafina.

3. Se realizaron cortes de 6 micras de espesor y se colocaron en portaobjetos silanizados.

4. Se desparafinaron las muestras y se rehidrataron con xileno, alcohol absoluto y alcohol al
95%.

5. Se aplicé hematoxilina de Harris durante 15 min y se enjuagaron con agua corriente por
dos min.

6. Se diferenciaron en alcohol &cido con tres a diez inmersiones y se verifico la
diferenciacion con microscopio de luz. Los nucleos deben distinguirse y el fondo debe ser
de color muy tenue o incoloro.

7. Se lavaron con agua corriente brevemente y luego se sumergieron en agua amoniacal o
saturada de carbonato de litio hasta que las secciones fueron de color azul brillante, una vez
mas se lavaron en agua corriente de 10 a 20 min.

8. Posteriormente, se tifieron con eosina de 15 s 20 min, dependiendo de la caducidad de la
eosina y del grado de contraste deseado (contratefiido); se lavaron con alcohol al 95% y
luego con alcohol absoluto y con xileno; finalmente, se montaron con el polimero

Permount o balsamo.
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5.5.2 Tincién tricrémica de Masson

Con esta técnica se busca tefiir a las bandas de colagena de color azul, el nucleo celular de

color rojo y el citoplasma de color rosa; el procedimiento fue el siguiente (60):

1. Cortes gruesos de higado se depositaron en un vial conteniendo una solucién fijadora de
paraformaldehido al 4% en PBS, el tiempo minimo de fijacion fue de 24 h.

2. Los cortes se lavaron con agua corriente, se deshidrataron en alcoholes y se embebieron
en parafina.

3. Se hicieron cortes de 6 micras de espesor y se cubrieron con silano.

4. Las muestras se desparafinaron y rehidrataron con xileno, alcohol absoluto y alcohol al
95%, se enjuagaron en agua destilada y se sumergieron en el fijador de Bouin por 1 h a 56
°C.

5. Posteriormente, se enfriaron y lavaron con agua corriente hasta que el color amarillo
desaparecio.

6. Se enjuagaron con agua destilada para luego sumergirlas en solucion de hematoxilina de
hierro de Weigert por 10 min.

7. Se enjuagaron las muestras con agua corriente y agua destilada.

8. Se sumergieron en la solucion de fucsina &cido-escarlata de Biebrich por 15 min.

9. Se enjuagaron con agua destilada para colocarlas en la solucion de &cido fosfomolibdico/
acido fosfotungtinico por 10-15 min.

10. Se colocaron en la solucion de anilina azul por 5-10 min o con la solucién verde claro
por 1 min, se recuper0 la solucion y se enjuagaron con agua destilada.

11. Se lavaron con agua acética al 1% por 3-5 min y luego con alcohol al 95%, alcohol

absoluto y con xileno. Finalmente se montaron en el polimero Permount o balsamo.
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5.5.3 Inmunohistoquimica

Se realizaron inmunohistoquimicas para las proteinas TGF-B, a-SMA, NF-kB ¢ IL-1p de
acuerdo a la técnica siguiente:

1. Se desparafinaron los cortes de higado fijados en los porta objetos, toda la noche a 60 °C.
2. Se retiro el exceso de parafina con navaja, sin tocar el tejido.

3. Se hidrato el tejido con el siguiente tren:

a) Xilol (100 %) I -5 min b) Xilol (100 %) Il -5 min
c) Xilol (100 %) 111 -5 min d) Etanol (99.5 %) 1 -30 s
e) Etanol (99.5 %) 11 -30 s f) Etanol (99 %) 1-30 s
g) Etanol (99 %) 11-30 s h) Etanol (80 %) -30 s

4. Los cortes se enjuagaron con agua corriente.

5. Se lavaron con PBS 1X, 5 min, 3 veces.

6. Se realizd la recuperacion de antigénica (15 Ib, 121°C, 15 min), utilizando solucion
amortiguadora de citratos pH 6.0 a 120 °C por 15 min.

7. Se sacaron las muestras de la autoclave y se enfriaron en bafio maria.

8. Se enjuagaron con PBS 1X, 5 min, 3 veces.

9. Se bloqued la peroxidasa endégena con metanol peroxidasa por 1h (46 mL de metanol +
4 mL de H,0, 30%).

10. Se enjuagaron las laminillas con PBS 1X, 5 min, 5 veces.

11. Se bloquearon las uniones inespecificas del anticuerpo con 50 mL de suero fetal bovino
(SFB) al 10% disuelto en leche descremada al 5% (la leche se disolvié en PBS 1X). Se
incubd 2 h a temperatura ambiente.

12. Se lavo con PBS 1X, 5 min, 5 veces.

13. Se incubaron las laminillas con el anticuerpo primario diluido en SFB al 3% toda la
noche en camara himeda a 4 °C.

16. Se lavé con PBS 1X, 5 min, 5 veces.
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17. Se adicioné DAB + H,0, 30%, dilucion 1:10 y se esperd el tempo necesario para cada
anticuerpo (Tabla XI1).

18. Se lavo con PBS 1X, 5 min, 5 veces.

19. Se contracolore6 con hematoxilina por 10 min.

20. Se enjuagd con agua corriente.

21. Se deshidrataron las muestras con el siguiente tren:

a) Etanol (85 %) -20 s b) Etanol (90 %) -20 s

c) Etanol (99 %) -20 s d) Etanol (100 %) -20 s
e) Etanol (100 %) -20 s f) Xilol (100 %) 1-10 s
g) Xilol (100 %) 11 -10 s h) Xilol (100 %) 111 -10 s

22. Las laminillas se montaron en resina.

Tabla XII: Anticuerpos y diluciones utilizadas en la inmunohistoquimica
Proteina Marca Numero de catdlogo | Dilucion | Tiempo de exposicién al DAB
a-SMA | Sigma Aldrich A5691 1:25 45 min
TGF-B Millipore MAB1032 1:25 30 min
IL-1B Millipore AB1832P 1:25 60 min
NF-kB Millipore MAB3026 1:50 1h-30 min
Secundario Invitrogen 62-6520 1:200 | -
- mouse

5.6 Zimografia

La actividad proteolitica de las MMP2 y MMP9 fue estudiada mediante ensayos de

zimografia realizando la siguiente técnica:

1. Se pesaron 0.25 g de higado y se homogeneizaron con 1.7 mL de PBS1X.
2. Las muestras se sonicaron 3 veces por 15 s, con descansos de 15 s, con una amplitud del

60%.
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3. Se centrifugd a 13000 rpm por 10 min y el supernadante fue colectado y guardado.

4. Se cuantificaron las proteinas por el método del acido bicinconinico.

5. Volumenes equivalentes a 50 pg fueron mezclados con solucion amortiguadora de
muestra (SDS 2.5%, sucrosa 1% y rojo de fenol, 4 mg mL™)

6. Las muestras preparadas se cargaron en un gel de acrilamida al 8%, copolimerizado con
1 mg mL™* de gelatina.

7. Se corri6 una electroforesis a 72 V por 2 h.

8. Se lavaron los geles con Triton X-100 2.5%.

9. Se incubaron los geles con solucién amortiguadora de activacion (Tris—HCI 50 mM pH
7.4y CaCl, 5 mM) a 37 °C por 48 h.

10. Se tifieron los geles con azul de Coomassie G-250 al 0.25% en &cido acético al 10% vy
metanol al 30%.

11. Se destifieron los geles hasta tener una coloracion adecuada para ver la actividad
proteolitica de las MMPs.

12. Se realiz6 el analisis densitométrico.

5.7 Western blot

Para conocer los niveles proteicos del TGF-B, a-SMA, Col-I, CTGF, MMP13, Smad7, JNJ,
pINK, pSmad3L, Smad3, NF-kB, IL-1p, IL-10 se realizaron pruebas de WB, en base al

siguiente procedimiento:

1. Se pesaron 50 mg de higado y se homogeneizé con 500 uL de solucion amortiguadora de
lisis (Tris-HCI 1 M pH 8.0, NaCl 5 M, NP40, Triton, EDTA 0.5 M pH 8.0, PMSF 0.1 M,
NazVO, 0.1 M, NaF 0.1 M) que tenia inhibidor de proteasas (protease inhibitor cocktail
Prod #P8340 Sigma) y de fosfatasas (phosphatase inhibitor cocktail Prod #P0044 Sigma)
en una relacion de 1:100.

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

3. Se centrifugd a 1200 rpm por 2 min y el sobrenadante se guardo6 a 20 °C.
53



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

5. Volumenes equivalentes a 50 y 250 pg de proteina fueron cargados en geles de
acrilamida de 15, 12 y 10%.
6. Se corrio una electroforesis a 100 V por 2:30 h.

7. Se transfirieron las proteinas a una membrana de PVDF por transferencia himeda y fue
corridaa 0.25 A por 1:40 h.

8. La membrana con las proteinas transferidas fue blogueada con leche descremada al

0.7%, por 2 h, a temperatura ambiente. La leche fue diluida en TBS 1X-Twee-20.

9. Las membranas fueron incubadas con el respectivo anticuerpo primario por toda la noche
a4 °C (Tabla XIII).

Tabla XI1I: Anticuerpos utilizados para el western blot.

Proteina Compaiiia Numero de catalogo | Dilucion
TGF-p Millipore MAB1032 1:500
a-SMA Sigma Aldrich A5691 1:500
CTGF Santa Cruz Biotechnology SC-14939 1:500

Col-I Sigma Aldrich C-2456 1:500
MMP13 Millipore MAB13426 1:500
NF-xB (p65) Millipore MAB3026 1:500
IL-1B Milipore AB1832P 1:500
IL-10 Invitrogen ARC9102 1:500
Smad3 Abcam Ab65847 1:500

pSmad3L Abcam Ab63403 1:250
Smad7 Abcam Ab90086 1:500

JNK Cell Signaling 9252 1:500
pIJNK Abcam Ab131499 1:500
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10. Se lavaron las membranas con TBS1X-Tween-20 (Tabla XIV) y luego se expusieron al
correspondiente anticuerpo secundario (peroxidase-labeled antibody o-mouse, 62-6520
Invitrogen o al peroxidase-labeled antibody a-rabbit 31460 Thermo Fisher Scientific), por 2
h, a temperatura ambiente.

11. Las membranas se lavaron con TBS1X-Tween-20 como se indica en la Tabla XIV,
posteriormente se revelaron con el kit immuno cruz western blotting luminol reagent, santa
Cruz Biotechnology #sc-2048, utilizando placas medical X-ray blue/MXB film, Carestream
#6040331.

12. Las placas fueron tratadas con el revelador GBX, Carestream Dental #19009343 y con
el fijador GBX, Carestream Dental #1901875 13. Las placas reveladas fueron digitalizadas,
luego se realiz6 un analisis densitométrico con el programa ImageJ. Se utilizd B-actina

como control de carga.

Tabla XIV: Tiempo y nimero de lavados, asi como tiempo de revelado cada proteina estudiada por western
blot.

Proteina Numero de lavados | Tiempo de cada lavado | Tiempo de revelado
TGF-p 3 5 min, 10 min y 15 min 55s-1 min
a-SMA 3 5 min, 10 min y 15 min 5s-1 min
CTGF 3 5 min, 10 min y 15 min 1 min

Col-I 3 5 min, 5 miny 5 min 5-10 min
MMP13 3 5 min, 10 min y 15 min 1 min
NF-xB (p65) 3 5 min, 10 min y 15 min 55s-1 min

IL-1p 3 5 min, 10 min y 15 min 5s-1 min
IL-10 3 5 min, 10 min y 15 min 55s-1 min
Smad3 3 5 min, 5 miny 5 min 1-10 min
pSmad3L 3 5 min, 5 miny 5 min 1-10 min
Smad7 3 5 min, 5 miny 5 min 1-5 min
JNK 3 5 min, 10 min y 15 min 30 s-1 min
pJNK 3 5 min, 5 miny 5 min 1-10 min
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5.8 Reaccion en cadena de la polimerasa
5.8.1 Extraccion del RNA

. Se pesaron 50 mg de higado y se les agregd 1 mL de Trizol y se homogeneizé el higado.
. Se incubd el homogeneizado 5 min a temperatura ambiente.

. Se centrifugd a 12,000 g por 10 min a 4°C y se transfirid la fase acuosa a viales limpios.
. Se agregaron 200 pL de cloroformo grado biologia molecular y se agit6 por 15 s.

. Se incubaron las muestras a temperatura ambiente por 5 min.

. Se centrifugd a 12,000 g por 15 min a 4 °C.

. De las tres fases formadas, acuosa, interfase y fendlica; se tomo la fase acuosa.

co N O o A W DN P

. Se agregaron 500 uL de isopropanol frio grado biologia molecular y se incubaron las
muestras 10 min a temperatura ambiente.

9. Se centrifugd a 12,000 g por 10 min a 4 °C.

10. Se decantd el sobrenadante y se conservo la pastilla.

11. Se adicioné 1 mL de etanol al 80%, se agitd y se incub6 10 min a temperatura
ambiente.

12. Se centrifugd a 7,500 g por 9 mina 4 °C.

13. Se repitid el paso anterior.

14. Se decantd el sobrenadante extremando precauciones para no perder la pastilla.

15. Se secaron los viales, invirtiéndolos sobre papel, aproximadamente 10 min, para
evaporar el etanol.

16. Se resuspendio la pastilla con pipeta, en 60-200 pL de agua libre de nucleasas.

17. EI RNA obtenido se guardd a -20 °C.

18. Se cuantifico el RNA.

19. Se corri6 un gel de agarosa al 1% con 5 ug de RNA total para conocer la integridad de

la muestra.
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5.8.2 Tratamiento con ADNsa

1. Se trataron 5 ug de RNA con enzima ADNsa (New England Biolabs REF M0303S) en
una relacion de 0.2 U de enzima por cada 1 pug de RNA; en un volumen de reaccion final de
100 pL que contenia solucion amortiguadora 10X, agua libre de RNAsas, 5 ug de RNA
total y 1uL. de ADNsa.

2. Se mezclo por pipeteo y se agito.

3. Seincubd a 37 °C por 15 min en bafio Maria.

4. Se incubd a 75 °C por 15 min en bafio Maria.

5. A cada muestra se le dio una agitacion rapida y se guardaron a -20 °C para su posterior
uso en la RT-PCR.

5.8.3 RT-PCR

1. Se tomaron 10 pL de cada muestra tratada con ADNsa y se mezclaron con 2 pL de Oligo
dT (Invitrogen by Life technologies REF 18418012) en una relacion de 1uL de Oligo dT
por cada 5 pg de RNA.

2. Se incubaron las muestras 10 min en bafio Maria a 73 °C.

3. Se pasaron las muestras a hielo y se esperaron 5 min.

4. Se preparoé la solucion amortiguadora de reaccion: 4 uL de First strand buffer 5X, 2 uL
de DTT 0.1 My 1 uL de dNTPs (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific REF 28025-013)
de acuerdo al nimero de muestras requeridas y se agregaron 7 uLL a cada muestra.

5. Se incubaron las muestras en bafio Maria por 2 min a 42 °C.

6. A cada muestra se le agreg6 1uL de enzima transcriptasa reversa MMLV (Invitrogen by
Thermo Fisher Scientific REF 28025-013).

7. Se incubd por 50 min en bafio Maria a 42 °C.

8. Se incubaron las muestras en bafio Maria por 15 min a 73 °C.

9. Se rotularon los tubos adecuadamente, indicando que contenian cADN y se guardaron a
-20 °C.
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5.8.4 RT-PCR punto final

1. Se prepar6 el “master mix” necesario para el numero de muestras a trabajar: 1.25 uL de
soluciéon amortiguadora 10X, 8.9 uL H,O libre de RNAsas, 0.25 pL dNTPs (Invitrogen
REF 10297018), 0.5 uL Fwd primer 10 uM, 0.5 uL Rev primer 10 uM y 0.1 pL de Taq
polimerasa (Invitrogen REF 11615010).

2. Se mezclaron 11.5 pL del master mix con 1 pL de cADN, se mezclaron y procesaron las
muestras en el termociclador con los primers descritos en la Tabla XV.

Tabla XV: Secuencia de primers utilizados para la RT-PCR.

i Temperatura de
) ) NUmero ) ) Tamario del
Genes Secuencia de los primers ) alineamiento
de ciclos 0) producto (pb)

F 5 GAATGAACGCTTCCGCTGCC 3’
a-SMA 30 61 185
R 5" TCCTGTCAGCAATGCCTGGG 3’

F 5" TGATCCCTCCAATTCAGAGC 3’
Smad3 40 59 130
R 5’AAAGACCTCCCCTCCAATGT 3’

p-actina F 5 TGGCACCACACCTTCTACA-3 o5 53 377

R5-TCACGCACGATTTCCC-3

3.-Cada muestra fue cargada en un gel de agarosa al 1% al que se le agregaron 5 pL de
bromuro de etidio. El gel se corri6 de 70-90 V.
4.- Se desmonto el gel, se colocé en un fotodocumentador para observar el producto de

reaccion.

5.8.5qRT-PCR

1.- Se prepar6 una mezcla de reaccion de acuerdo al nUmero de muestras a trabajar. Para a-
SMA y Smad3: SYBER FAST 2X 2.5 pL (Kapa sybr fast universal gq°PCR KIT REF
KK4601), H,O libre de RNAsas 1.8uL, Fwd primer 200 nM 0.1 pL y Rev primer 200 nM
0.1 pL. Para g-actina: SYBER FAST 2X 2.5 pL, H,O libre de RNAsas 1.9 pL, Fwd primer
200 nM 0.05 pL, Rev primer 200 nM 0.05 pL.
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2.-Se tomaron 4.5 pL de la mezcla de reaccion y se depositarlos en viales de 0.2 mL, uno
por cada muestra. Se agregaron 0.5 pL de cADN a cada vial y se agitaron.

3.- En placas adecuadas (llumina EC-200-1002 y EC-200-1003) se depositaron 4 uL de la
mezcla anterior, se coloco la aplaca en el termociclador y se programo el equipo de acuerdo
a la Tabla XVI.

Tabla XVI: Secuencia de primers y condiciones utilizadas para la qRT-PCR.

. . NUmero | Temperatura de Tiempo de
Genes Secuencia de los primers ] . ] ] )
de ciclos | alineamiento (°C) | alineamiento (s)

F 5 GAATGAACGCTTCCGCTGCC 3’
o-SMA 40 60 10
R 5" TCCTGTCAGCAATGCCTGGG 3’

F 5" TGATCCCTCCAATTCAGAGC 3’
Smad3 40 60 10
R 5’AAAGACCTCCCCTCCAATGT 3’

p-actina F5 TGGCACCACACCTTCTACA-3 40 50 10

R 5 -TCACGCACGATTTCCC-3'

4.-Los datos obtenidos fueron analizados por el método del 2 ““T como se describe en:
Analysis of relative gene expression data using real-time quantitative PCR and the 2 2°T
method, Livak K.J. y Schmittgen T.D. (61).

5.9 Andlisis estadistico

Los datos obtenidos en las determinaciones de FA, y-GTP, ALT, GPx, GSH, LP, colagena
y glucdgeno fueron expresados como el promedio de ocho experimentos independientes +
el error estandar (SE). En le caso de los ensayos de zimografia, inmunohistoquimica, WB
y QRT-PCR, los datos fueron expresados como el promedio de tres experimentos
independientes + el SE. En todas las pruebas se llevo a cabo un anélisis de una varianza
seguida por la prueba de Tukey, utilizando el software Graph Pad Prism. Las diferencias

fueron consideradas estadisticamente significativas cuando p fue <0.05
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6 RESULTADOS

6.1 Estudio del mecanismo de accion de la NAR en la prevencion del dafio
hepatico cronico inducido por el CCl,.

Durante el modelo de prevencion de dafio hepético crénico, las ratas Wistar macho fueron
administradas por 8 semanas con CCl, y NAR al mismo tiempo, para conocer el
mecanismo de accion de la NAR en la prevencion de la cirrosis experimental. A

continuacion, se muestran los resultados obtenidos.

6.1.1 La administracion de la NAR previno la inflamacion durante el dafio hepatico
cronico experimental.

El NF-xB es una proteina muy importante durante el desarrollo de la inflamacion, ya que
regula la expresion de interleucinas como la IL-1p proinflamatoria y la IL-10

antiinflamatoria.

Por medio de analisis de WB se investigaron los niveles de NF-xB (p65), IL-1(3 e IL-10 en
el modelo de prevencion de dafio hepatico, encontrando que los niveles basales de estas
proteinas fueron incrementados por la administracion de CCl,: el p65 aumento casi 3 veces
respecto al grupo control, mientras la IL-13 y la IL-10 aumentaron 3.8 y 1.8 veces,
respectivamente. La administracion de la NAR previno la inflamacién en ratas tratadas por
8 semanas con CCl,, ya que pudo mantener los niveles normales de p65, IL-13 y IL-10
(Figura 11). Por otro lado, el tratamiento con la NAR sola no modificé los parametros de la

inflamacion medidos en este estudio.
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Figura 11. La naringenina (NAR) previno la inflamacién en las ratas tratadas con el CCl,. Niveles de proteina de (A) NF-xB (p65), (B)
IL-18 y (C) IL-10 en muestras de tejido hepético, mediante la técnica de western blot, de las ratas control, las ratas tratadas con
tetracloruro de carbono (CCly), las ratas tratadas con CCl, mas NAR (CCl,s + NAR) y las ratas administradas con NAR sola (NAR). Se
us6 p-actina como control. Los valores se expresan como aumento de veces del 10D relativo normalizado a los valores del grupo control
(control = 1). Cada barra representa el valor promedio de tres ratas + error estandar. a signinfica P<0.05 respecto al grupo control y b

significa P<0.05 respecto al grupo de CCl,.
6.1.2 La NAR preservo la actividad normal de MMP9 y MMP2 en la cirrosis hepatica.

Las MMPs son enzimas responsables de degradar la MEC, entre las mas importantes estan
la MMP9 y la MMP?2.

Como se observa en la Figura 12, en condiciones normales, la MMP9 y la MMP2
presentaron una actividad basal, sin embargo, debido a la administracion de CCl,, ésta
aumento 3.7 y 5.4 veces, respectivamente, comparada con el grupo control. El tratamiento
preventivo con NAR mantuvo la actividad basal de las MMPs en la cirrosis experimental

inducida por CCl,.
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Figura 12. La naringenina (NAR) previno la elevacion en la actividad de las metaloproteasas (MMPs) 9 y 2 en las ratas tratadas con el
CCl,. La actividad de (A) la MMP9 y (B) la MMP2 fue analizada por zimografia usando (C) geles con gelatina como sustrato. Fueron
analizadas muestras de higado de las ratas control, las ratas tratadas con tetracloruro de carbono (CCl,), las ratas tratadas con CCl, méas
NAR (CCl, + NAR) vy las ratas administradas con NAR sola (NAR). Los valores se expresan como aumento de veces del 10D relativo
normalizado a los valores del grupo control (control = 1). Cada barra representa el valor promedio de tres ratas + error estandar (SE). a
significa P<0.05 respecto al grupo control y b significa P<0.05 respecto al grupo de CCl,.

6.1.3 La NAR bloqued la transdiferenciacién de las CEHs y la sintesis de Col-1 por
inhibicion de las proteinas profibrogénicas.

Como se ha dicho antes, el TGF-B induce la transdiferenciacion de las CEHs, asi como la
expresion de a-SMA, Col-1 y CTGF en dichas células. En el grupo control, se observaron
niveles normales de TGF-B, a-SMA, CTGF y Col-I; sin embargo, la fibrosis experimental
inducida por CCl, incrementd sus niveles varias veces por arriba del grupo control; por otro
lado, la administracion de la NAR previno completamente la elevacion de los niveles
proteicos de TGF-B, a-SMA, CTGF y Col-I, durante la administracion del hepatotoxico.
Interesantemente, la NAR por si sola redujo los niveles basales de a-SMA y Col-I respecto
al grupo control (Figura 13 paneles A-E).
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Figura 13. La naringenina (NAR) previno la elevacion de los niveles proteicos de TGF-B, a-SMA, CTGF, MMP13 y Col-I, mientras que
mantuvo los de Smad?7 en las ratas tratadas con el CCl,. Por western blot fueron determinados (A) el TGF-B, (B) la a-SMA, (C) el CTGF,
(D) la MMP13, (E) la Col-1 y (F) la Smad7, en muestras de higado de las ratas control, las ratas tratadas con tetracloruro de carbono
(CCly), las ratas tratadas con CCl, mas NAR (CCly + NAR) vy las ratas administradas con NAR sola (NAR). Se us6 B-actina como
control. Los valores se expresan como aumento de veces del 10D relativo normalizado a los valores del grupo control (control = 1). Cada
barra representa el valor promedio de tres ratas + error estandar (SE). a signinfica P<0.05 respecto al grupo control y b significa P<0.05

respecto al grupo de CCl,.

La MMP13 esta involucrada en los procesos de migracion y proliferacion de las CEHs y
activacion del TGF-p (62). Como puede observarse en la Figura 13D, debido a la
administracion de CCly, los niveles de MMP13 se incrementaron 2.3 veces respecto al
grupo control. El tratamiento con la NAR mantuvo los niveles basales de MMP13 en la

cirrosis inducida por CCl,.
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La Smad7 inhibe la via de sefializacion del TGF-B; los niveles de la Smad7 bajaron
significativamente por la administracion de CCly, sin embargo, este efecto fue prevenido
por el tratamiento con la NAR. EI flavonoide por si mismo disminuyo los niveles de a-
SMA y Col-I, pero aumentd los de Smad7 respecto al grupo control (Figura 13 paneles B,
E, F).

6.1.4 La NAR inhibi6 la proliferacion de las CEHs por el blogueo de la via no
canonica de INK-pSmad3L.

Los resultados de este trabajo confirmaron que durante el desarrollo de la fibrosis hepéatica
aparecio un incremento significativo de pJNK, pSmad3L y Smad3 comparado con el grupo
control (Figura 14). Interesantemente, la administracion de la NAR previno la activacion de
JNK, la elevacion de Smad3 total, asi como la fosforilacion de ésta en la region “linker” por
accion de pJNK (Figura 14).
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Figura 14. La naringenina (NAR) previno la fosforilacion de Smad3 en el “linker” por JNK en las ratas tratadas con el CCl,. Por western
blot fueron analizadas (A) pJNK, (B) pSmad3L y (C) Smad3 total en muestras de higado de las ratas control, las ratas tratadas con
tetracloruro de carbono (CCly), las ratas tratadas con CCl, mas NAR (CCl,y + NAR) y las ratas administradas con NAR sola (NAR). Se
us6 B-actina como control. Los valores se expresan como aumento de veces del 10D relativo normalizado a los valores del grupo control
(control = 1). Cada barra representa el valor promedio de tres ratas + error estandar (SE). a signinfica P<0.05 respecto al grupo control y
b significa P<0.05 respecto al grupo de CCl,.
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6.2 Efecto de la NAR y la CUR sobre el dafio hepatico cronico
previamente establecido por el CCly: reversion de la cirrosis.

6.2.1 Efecto de la NAR sobre la reversion de la cirrosis.

En el modelo de reversion del dafio hepéatico crénico se administré CCl, por 12 semanas a
ratas Wistar macho; sin embargo, al inicio de la semana 9 de dafio se administré la NAR
para estudiar su efecto en la reversion de la cirrosis experimental previamente establecida

(Tabla V1 'y Figura 9). A continuacion, se muestran los resultados obtenidos.

6.2.1.1 Efecto macroscépico y microscopico de la NAR sobre el dafio hepatico cronico
previamente establecido por el CCl,.

La apariencia macroscopica y microscopica de los higados extraidos de cada grupo
experimental se muestra en la Figura 15. La Figura 15A muestra un higado representativo
del grupo control, de apariencia lisa y color rojo obscuro, caracteristico de un higado sano.
El tratamiento con CCl, produjo la fibrosis macronodular (Figura 15B) que fue revertida
por la administracion de la NAR (Figura 15C). Los higados de las ratas tratadas con NAR

solamente tuvieron una apariencia parecida a la del grupo control (Figura 15D).

Los resultados del estudio histopatoldgico se muestran en la Figura 15 paneles E-H. En la
Figura 15E se observa que el grupo control no mostré alteraciones en el parénquima
hepatico. La Figura 15F corresponde a un corte de higado representativo del grupo tratado
con CCly; en este caso, el tejido hepatico mostro alteracion del parénquima del higado,
esteatosis, proliferacion de conductos biliares y dep6sitos de hemosiderina. El dafio
hepético fue revertido por la administracion de NAR ya que se observaron grandes areas de
tejido aparentemente sanas (Figura 15G). El grupo administrado con NAR no mostro
ninguna modificacion a nivel histologico (Figura 15H).
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Figura 15. Efecto de la naringenina (NAR) sobre la arquitectura macroscdpica y microscopica en las ratas tratadas con el CCl,. Aspecto
macroscépico de los higados en (A) las ratas controles, (B) las ratas administradas con tetracloruro de carbono (CCl,), (C) las ratas
tratadas con CCl, mas NAR (CCl, + NAR) y (D) las ratas con NAR sola. Tincion de hematoxylin y eosina en los higados de (E) las ratas
control, (F) las ratas administradas con CCl,, (G) las ratas tratadas con CCl, + NAR y (H) las ratas con NAR sola. Tincién tricrémica de
Masson de (1) las ratas control, (J) tratadas con CCly, (K) con CCls + NAR y (L) NAR sola. Barra de escala = 25 pm.
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La tincidn tricrdmica de Masson se muestra en la Figura 15 paneles I-L. La Figura 15J
representa una muestra de higado de una rata cirrdtica; se observo una gran cantidad de
depdsitos de colagena alrededor de los nodulos de regeneracion, la distorsion del
parénquima es evidente cuando se compara con el grupo control (Figura 151). Respecto al
grupo tratado con CCl, mas NAR, es importante hacer notar que se observa reabsorcion de
las fibras de coldgena en la luz de los vasos, depdsitos de hemosiderina, atipias nucleares,
asi como una considerable disminucion de la fibrosis (Figura 15K). El grupo de NAR no

muestra cambios respecto al control sano (Figura 15L).

6.2.1.2 La NAR revirtio la necrosis y la colestasis en las ratas tratadas con CCl,.

Como se muestra en la Figura 16, la administracion créonica del CCl, incremento
significativamente la actividad sérica de la ALT, un marcador de la necrosis hepatica (63).
Después de la administracién de CCly, la FA 'y la y-GTP, dos marcadores de colestasis (63),
también incrementaron significativamente sus niveles séricos respecto al grupo control. La
administracion de la NAR revirtié el incremento en la actividad sérica de ALT, FA y vy-
GTP, sugiriendo que la NAR fue capaz de revertir la necrosis y la colestasis causadas por la
administracion de CCl, por 12 semanas (Figura 16). El tratamiento con NAR a ratas sanas
no modifico los indicadores de la necrosis y la colestasis.
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Figura 16. La naringenina (NAR) revirti6 la necrosis y la colestasis en las ratas tratadas con el CCl,. Actividades de (A) la alanina
aminotransferasa; (B) la fosfatasa alcalina y (C) la y-glutamil transpeptidasa fueron determinadas en suero de las ratas control, las ratas
tratadas con tetracloruro de carbono (CCly), las ratas tratadas con CCl, mas NAR (CCl, + NAR) y las ratas administradas con NAR sola
(NAR). Cada barra representa el valor promedio de ocho ratas + error estandar (SE). a significa P<0.05 respecto al grupo control y b
significa P<0.05 respecto al grupo de CCl,.
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6.2.1.3 La NAR restablece los niveles normales del glutation reducido, pero no los de

la peroxidacion lipidica.

Uno de los principales productos de la PL es el MDA, que es utilizado para medir el estrés
oxidativo en tejidos (64). Como se esperaba, la induccion de la cirrosis aumento la PL ya
que, los niveles de MDA fueron elevados significativamente comparados con el grupo
control. La administracion de la NAR redujo de manera modesta los niveles de MDA, sin

que el efecto fuera significativo (Figura 17A).

El GSH es uno de los antioxidantes enddgenos mas importantes (65). Las ratas tratadas con
CCl4 mostraron bajos niveles de GSH hepatico, comparados con el grupo control, pero la
NAR restaur6 los niveles normales de GSH en las ratas con dafio hepatico crénico (Figura
17B).
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Figura 17. La naringenina (NAR) restableci6 los niveles de glutation reducido en las ratas tratadas con el CCl,. Fueron determinados (A)
la peroxidacion lipidica y (B) el glutatién reducido en tejido hepético de las ratas control, las ratas tratadas con tetracloruro de carbono
(CCly), las ratas tratadas con CCl, mas NAR (CCl, + NAR) y las ratas administradas con NAR sola (NAR). Cada barra representa el
valor promedio de ocho ratas + error estandar (SE). a significa P<0.05 respecto al grupo control y b significa P<0.05 respecto al grupo de
CCl,.

68



6.2.1.4 La administracién de la NAR revirtié la inflamacién en las ratas con cirrosis

experimental previamente establecida.

El NF-«xB, la IL-1p y la IL-10 son importantes mediadores de la inflamacion. Tras la
administracion de CCl, por 12 semanas, los niveles proteicos de estas citocinas se elevaron
2.5, 3.8 y 5.3 veces, respectivamente comparados con el grupo control, sin embargo, la
administracion de la NAR al inicio de la novena semana de dafio logré restablecer los
niveles basales de p65, IL-1p e IL-10 (Figura 18).

En la Figura 18B se muestran cortes de tejido hepatico con reactividad hacia p65 e 1L-1[3;
en el grupo control se aprecié el paréngquima hepéatico normal y los niveles basales de p65 e
IL-1pB; sin embargo, en el grupo con cirrosis experimental se observo cambio en la
estructura del parenquima, asi como grandes areas positivas a p65 e IL-1p3 que colocalizan
con regiones dafiadas, con la acumulacion de coladgena y con presencia de CEHs. La

administracion de NAR disminuyo significativamente las zonas positivas para p65 e IL-1p.

6.2.1.5 La NAR revirtié la acumulacion de colagena en las ratas con cirrosis hepética

experimental.

Uno de los principales parametros a evaluar durante la cirrosis hepética es la acumulacion
de colagena. Durante 12 semanas de administracion del CCly, los niveles de colagena total
y Col-1 aumentaron 5 y 3.3 veces, respectivamente comparados con el grupo control; sin
embargo, tras la administracion de la NAR por 4 semanas los valores de la colagena total y

Col-I disminuyeron significativamente (Figura 19).

69



A B NF-kB (65) IL-1PB

NF®B (p65)
5
=
S 3 a
S
o
2
S
> 2
s b
P
2
= 1
5
S
2
2 ol . . .
s & o < <
s & o <7 Ka
9 R

pos | M s 0
B-actina “ 42 kDa

- g 4

2

S 5

© a

°

S 4

2

ES

s 3

s

<

2 2 b

=

s

imimN

B

2

A - v v v

@ > N 3 <

” Oé& <,° va\v. ev
O\
[

IL-18 31 kDa

B-actina “ 42 kDa

IL-10

CCI4+ NAR

Veces por arriba del grupo control

<
¥

B-actina “ 42 kDa

Figura 18. La naringenina (NAR)

revirtio la inflamaciéon en las ratas

[
o

tratadas con el CCl,. (A) western blot de
NF-«kB (p65), IL-1p e IL-10 y (B)

inmunohistoquimicas para NF-xB (p65)

e IL-1p de tejido hepatico de las ratas

1= =1 ™

0 T T T T
N >
O N\ -
& 9 N S
¢ N

control, las ratas tratadas con
tetracloruro de carbono (CCly), las ratas
tratadas con CCl, mas NAR (CCl, +
Se uso B-actina como control. Los valores se expresan como el aumento de veces del 10D relativo normalizado a los valores del grupo

% de érea con inmunoreactividad a IL-1f

w
2
o
o
]
w
z
(ﬂ
=l
©
b=l
=
° 3
5
©
H
e
5
=
=
£
=
=
S
H
©
s
@
o
-
=l
s

control (control = 1) y en % de area con inmunoreactividad. Cada barra representa el valor promedio de tres ratas + error estandar (SE).
a significa P<0.05 respecto al grupo control y b significa P<0.05 respecto al grupo de CCl,.

70



° ©
© —
151 b -

g s °

< a o a

@ o 4
2l T s T

o a,b = 3

2 - ) J‘

® = ° 5 b

= 57 2 I =

o —_

I = 1 pu

E O T T T T ; T T T T

> > <& < S > < <
N N\ < (@]
\ < \gl \s
& o N AN & S > N
(@] S
@) O\b‘ C;\
O (@)

Col-1 - 140 kDa
pacirs | PP >

Figura 19. La naringenina (NAR) revirtid la acumulaciéon de colagena en las ratas tratadas con el CCl, por 12 semanas. Fueron
determinadas (A) la colagena total y (B) la Col-1 en tejido de las ratas control, las ratas tratadas con tetracloruro de carbono (CCl,), las
ratas tratadas con CCly mas NAR (CCl, + NAR) y las ratas administradas con NAR sola (NAR). Cada barra representa el valor promedio
de ocho ratas + error estandar (SE). a significa P<0.05 respecto al grupo control y b significa P<0.05 respecto al grupo de CCl,.

6.2.1.6 Efecto de la NAR sobre la remodelacidon de la matriz extracelular en las ratas

tratadas con CCl,.

La MEC sufre un proceso de remodelacion y recambio que se ve influenciado por el CTGF
y las MMPs y esto favorece la migracién de las CEHs y el almacenamiento de las citocinas
profibrogénicas. Como se esperaba, los niveles proteicos de CTGF y de MMP13 se
elevaron significativamente en el grupo de cirrosis experimental respecto al grupo control.
En cuanto a las MMP2 y 9, la administracion cronica del CCl, aument6 su actividad 27 y 8
veces, respectivamente comparada con el grupo control (Figura 20). El flavonoide NAR
pudo regresar los niveles proteicos a niveles basales de CTGF y de MMP13 y la actividad
de las MMP2 y 9 (Figura 20). Por su parte, el tratamiento con NAR sola, no influy6 en el

comportamiento de estas proteinas.
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6.2.1.7 Efecto de la NAR sobre la transdiferenciacion de las CEHs.

La transdiferenciacion de las CEHs es un hecho muy importante en el desarrollo de la
cirrosis ya que estas células son las principales productoras de colagena. EI TGF-B es un
inductor de la activacion de las CEHs, mientras que la a-SMA es un marcador de
transdiferenciacion; estas proteinas se elevaron significativamente comparadas con el grupo
control tras la administracion de CCl, (Figura 21). El efecto del CCl, fue revertido
totalmente en las ratas del grupo CCl, + NAR; los niveles proteicos de TGF- B y de a-SMA
regresaron a la normalidad tras la administracion del flavonoide, este efecto se estudié por

WB y por inmunohistoquimica (Figura 21 paneles A 'y B).

En la Figura 21C (gel de RT-PCR punto final y grafica de gRT-PCR), se observa que los
niveles de expresion de a-Sma aumentaron significativamente tras la administracion del
CCly, sin embargo, la NAR fue capaz de revertir el efecto del hepatotdxico de manera

significativa.

6.2.1.8 La administracion de la NAR inhibe la via INK-Smad3.

Durante el dafio crénico hepatico, ademas de la via canodnica del TGF-B-Smad3, se

desarrolla la via no canénica del INK-Smad3.

Debido a la administracion de CCl4, los niveles de fosforilacion de JNK aumentaron
significativamente respecto a los basales; interesantemente, la cantidad de JNK total no fue
modificada por el hepatotéxico. En cuanto a la proteina Smad3, ésta se evalu6 a nivel de
mMRNA, proteina y fosforilacion en el “linker”, encontrandose que en los higados tratados
con CCly se favorece tanto la expresion como la fosforilacion en el “linker” (Figura 22). El
compuesto natural NAR revirtio el efecto producido por el CCly, al regresar a los valores
normales la activacion de JNK, asi como la expresion de Smad3 y su fosforilacion en el
“linker” por parte de JNK (Figura 22).
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Figura 21. La naringenina (NAR) revirti6 la
activacion de las células estelares de las
ratas tratadas con el CCl,. Western blot de
(A) TGFB y o-SMA; (B)
inmunohistoquimica para TGF-B y a-SMA
y (C) gel de RT-PCR punto final y grafica
de qRT-PCR de a-Sma de tejido hepatico
de las ratas control, las ratas tratadas con
tetracloruro de carbono (CCl,), las ratas
tratadas con CCl, més NAR (CCl, + NAR),
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Se us6 B-actina como control. Los valores se expresan como aumento de veces del 10D relativo normalizado a los valores del grupo

control (control = 1) y % de area con inmunoreactividad. Cada barra representa el valor promedio de tres ratas + error estandar (SE). a

significa P<0.05 respecto al grupo control y b significa P<0.05 respecto al grupo de CCl,.
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Figura 22. La administracion de la naringenina (NAR) inhibié la via JNK-

g a Smad3 en las ratas tratadas con el CCl,. Western blot (WB) para (A) pJNK,
S 2.0 T
g» s 1 (B) gel de RT-PCR punto final y gréfica de gqRT-PCR de Smad3, (C) WB
% 1o _t:_ I para Smad3 y (D) WB pSmad3 de tejido hepatico de las ratas control, las
5 s - ratas tratadas con tetracloruro de carbono (CCly), las ratas tratadas con CCl,
§ 0.0 T T T y mas NAR (CCl, + NAR), y las ratas administradas con NAR sola (NAR). Se
e N > < <
g of < \bﬁ? <7 usé B-actina como control. Los valores se expresan como aumento de veces
<
N del 10D relativo normalizado a los valores del grupo control (control =
pINK - ! q 66 kDa 1). Cada barra representa el valor promedio de tres ratas + error estandar. a
Nk DO significa P<0.05 respecto al grupo control y b significa P<0.05 respecto al
grupo de CCl,.
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6.2.1.9 La NAR ejerce sus efectos antifibroticos en parte via Smad7

La Smad7 tiene como funcién principal regular negativamente la via del TGF-f, por lo que

su estatus durante la fibrosis es muy importante.
Durante la induccion de cirrosis por 12 semanas se encontro que el valor de Smad7

disminuyd 50% respecto del grupo control, pero la administracion de la NAR desde la

semana 9 de dafio logro revertir el efecto del CCl, de forma significativa (Figura 23).
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Smad7
Figura 23. La administracion de la naringenina (NAR)

% 1.51 promovio la via inhibitoria del TGF-p en las ratas tratadas
§ -b|— T con el CCls. Western blot para Smad7 de tejido hepatico
i’ 107 - J‘ de las ratas control, las ratas tratadas con tetracloruro de
E -c:— carbono (CCly), las ratas tratadas con CCl, més NAR
% ° - (CCly + NAR), y las ratas administradas con NAR sola
;‘; 0.0 i i i . (NAR). Se us6 B-actina como control. Los valores se
E &@‘ Qc,\" é\ﬁ é\& expresan como aumento de veces del 10D relativo

o® NS normalizado a los valores del grupo control (control =

1). Cada barra representa el valor promedio de tres ratas +

OO
Smad? - -. - 46 kDa error estandar. a significa P<0.05 respecto al grupo

42 kDa control y b significa P<0.05 respecto al grupo de CCl,.

B-actina

6.2.1.10 La NAR restablecié la capacidad biosintética del higado en las ratas

administradas con CCl,.

La medicion del glucdgeno hepatico es un importante pardmetro de la funcionalidad del
organo. Los higados con cirrosis mostraron valores significativamente bajos de glucdgeno
en comparacion con los higados sanos, este hecho fue revertido por la NAR quien restauro

los niveles normales de glucdgeno (Figura 24).

Glucbgeno Figura 24. La naringenina (NAR) restablecié la

capacidad biosintética del higado en las ratas

67 administradas con el CCl,. La cantidad de gluc6geno en
§ —I— tejido hepatico fue determinada en las ratas control, las
) 4 b _L ratas tratadas con tetracloruro de carbono (CCly), las
[<5]

".‘-c —_ -I- ratas tratadas con CCl, mas NAR (CCl, + NAR), y las
= - . ratas administradas con NAR sola (NAR). Cada barra

2 -

S f;_ representa el valor promedio de ocho ratas + error
= . estandar. a significa P<0.05 respecto al grupo control y
0 T T T T b significa P<0.05 respecto al grupo de CCl,.
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6.2.2 Efecto de la CUR sobre la reversién de la cirrosis.

Durante el modelo de reversion del dafio hepatico cronico, se administré CCl, por 12
semanas a ratas Wistar macho, sin embargo, al inicio de la semana 9 se administré la CUR
para estudiar su efecto en la reversion de la cirrosis experimental. A continuacion, se

muestran los resultados obtenidos.

6.2.2.1 Efecto macroscépico y microscopico de la CUR sobre el dafio hepatico crénico

previamente establecido por el CCl,.

La apariencia macroscopica y microscopica de los higados extraidos de cada grupo se
muestra en la Figura 25. El higado de una rata control se muestra en la Figura 25A. El
tratamiento con CCl, produjo fibrosis macronodular (Figura 25B). La administracion de la
CUR fue capaz de revertir la fibrosis inducida experimentalmente (Figura 25C). El grupo

tratado con CUR mostré una apariencia similar a la del grupo control (Figura 25D).

En la Figura 25 paneles E-H se observan los resultados de la tincion de H y E. El grupo
control no tuvo alteraciones en el parénquima hepatico (Figura 25E). La Figura 25F
corresponde a un corte de higado del grupo de dafio crénico; en este caso, el tejido mostro
alteraciones morfoldgicas del parénquima hepatico, proliferacion de conductos biliares y
esteatosis en los hepatocitos. El grupo administrado con el compuesto natural tuvo una gran
disminucion del dafio hepatico ya que se encontraron amplias zonas de hepatocitos de
apariencia normal, aunque mantuvo depdsitos discretos de hemosiderina y atipias nucleares
(Figura 25G). El grupo administrado con CUR permanecié con una arquitectura de

apariencia normal (Figura 25H).

En la Figura 25 paneles I-L se muestra la tincion tricromica de Masson. Una muestra
representativa de higado cirrotico se aprecia en la Figura 25J, se observé una gran cantidad
de colagena alrededor de los nédulos de regeneracion y en las zonas de proliferacion de
conductos biliares, comparado con el grupo control (Figura 251). Respecto al grupo CCl, +
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CUR, se apreciaron areas aparentemente normales, asi como una considerable disminucion
de las fibras de colagena (Figura 25K). El grupo de CUR no mostré cambios respecto al
grupo control (Figura 25L).

Vista macroscdpica TincionHy E Tincién tricrémica

Control

CCl, 125

CCI,+CUR

CUR

Figura 25. Efecto de la curcumina (CUR) sobre la arquitectura macroscépica y microscopica en las ratas tratadas con el CCl,. Aspecto
macroscopico de los higados en (A) las ratas controles, (B) las ratas administradas con tetracloruro de carbono (CCly), (C) las ratas
tratadas con CCly mas CUR (CCl, + CUR) y (D) las ratas con CUR sola. Tincion de hematoxilina y eosina en los higados de (E) las ratas
control, (F) las ratas administradas con CCly, (G) las ratas tratadas con CCl, + CUR y (H) las ratas con CUR sola. Tincién tricrémica de
Masson de (I) las ratas control, (J) tratadas con CCl,, (K) con CCl, + CUR y (L) CUR sola. Barra de escala = 25 pm.

78



6.2.2.2 La CUR revirti6 la necrosis y la colestasis en las ratas tratadas con el CCl,.

Como se muestra en la Figura 26, la actividad sérica de la ALT (A), la FA (B) y la y-GTP
(C) incrementaron significativamente debido a la administracion cronica del CCly; sin
embargo, la administracion de la CUR revirtid este efecto, sugiriendo que la CUR fue capaz
de revertir la necrosis y la colestasis causada por la administracién por 12 semanas de CCly.

La administracion de CUR sola no modifico estos parametros.
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Figura 26. La curcumina (CUR) revirti6 la necrosis y la colestasis en las ratas tratadas con el CCl,. Actividades de (A) la alanina
aminotransferasa; (B) la fosfatasa alcalina y (C) la y-glutamil transpeptidasa fueron determinadas en el suero de las ratas control, las ratas
tratadas con tetracloruro de carbono (CCl,), las ratas tratadas con CCl, mas CUR (CCl, + CUR) y las ratas administradas con CUR sola
(CUR). Cada barra representa el valor promedio de ocho ratas + error estandar (SE). a significa P<0.05 respecto al grupo control y b
significa P<0.05 respecto al grupo de CCl,.

6.2.2.3 La CUR restablece los niveles normales del glutation reducido hepatico.

Comparadas con el grupo control, las ratas con dafio hepatico de 12 semanas mostraron
bajos niveles de GSH hepatico, sin embargo, la CUR restauro los niveles normales de GSH
en las ratas con dafio hepatico cronico. El grupo de ratas tratadas Unicamente con CUR
mostro valores normales de GSH (Figura 27).

GSH gmol gt
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b
—
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Figura 27. La curcumina (CUR) restablecid los niveles del glutation reducido (GSH) en las
ratas tratadas con el CCl,. El GSH fue determinado en tejido hepatico de las ratas control,
las ratas tratadas con tetracloruro de carbono (CCly), las ratas tratadas con CCl, mas CUR
(CCls + CUR), v las ratas administradas con CUR sola (CUR). Cada barra representa el
valor promedio de ocho ratas * error estandar. a significa P<0.05 respecto al grupo control
y b significa P<0.05 respecto al grupo de CCl,.
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6.2.2.4 La administracion de la CUR revirtio la inflamacion en las ratas con

cirrosis experimental.

Como se esperaba, la administracion de CCl, por 12 semanas aumento los niveles proteicos
de p65, IL-1p e IL-10 4.7, 7.2 y 7.3 veces, respectivamente comparados con el grupo
control. Sin embargo, la administracion de la CUR al inicio de la novena semana de dafio

logro restablecer los niveles basales de p65, IL-1p e IL-10 (Figura 28A).

En la Figura 28B se muestran los resultados de las inmunohistoquimicas para p65 e I1L-1p.
El grupo control muestra tejido hepatico normal y niveles basales de p65 e IL-1f; por otro
lado, el grupo de CCls mostré grandes areas positivas hacia p65 e IL-13 que coincidieron
con espacios ricos en colagena y en CEHSs. Interesantemente, la administracion de CUR
disminuyo significativamente las zonas positivas para p65 e IL-1[3, mientras que las ratas

tratadas solamente con CUR no mostraron cambios (Figura 28B).

6.2.2.5 La CUR revirti6 la acumulacion de la coldgena en las ratas con cirrosis

hepatica experimental previamente establecida.

El valor de la colégena total aument6 de 2.0 mg g™* de higado en el grupo control hasta 10.2
mg g™ de higado en el grupo tratado durante 12 semanas con CCl,. Tras la administracion
de la CUR por 4 semanas, los valores de la colagena total disminuyeron significativamente
comparados con el grupo control (Figura 29). Las ratas tratadas Unicamente con CUR no

mostraron cambios en los valores de colagena total.
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Figura 28. La curcumina (CUR) revirtié la § s S
a © a
inflamacion en las ratas tratadas con el CCl,. % . S . T
(A) western blot de NF-«xB (p65), IL-1P e é s § . J_
IL-10 y (B) inmunohistoquimicas para NF- = 5 . g A
E c b
kB (p65) e IL-1p de tejido hepético de las E |—:E| R
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y las ratas administradas con CUR sola
Se usé B-actina como control. Los valores se expresan como aumento de veces del 10D relativo normalizado a los valores del grupo

control (control = 1) y en % de &rea con inmunoreactividad. Cada barra representa el valor promedio de tres ratas + error estandar (SE). a
significa P<0.05 respecto al grupo control y b significa P<0.05 respecto al grupo de CCl,.
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Figura 29. La curcumina (CUR) revirtié la acumulacion de la coldgena en las
ratas tratadas con el CCl, por 12 semanas. La colagena total fue determinada en
tejido de las ratas control, las ratas tratadas con tetracloruro de carbono (CCly),
las ratas tratadas con CCl, méas CUR (CCl, + CUR), y las ratas administradas con
CUR sola (CUR). Cada barra representa el valor promedio de ocho ratas + error
estandar. a significa P<0.05 respecto al grupo control y b significa P<0.05

respecto al grupo de CCl,.

6.2.2.6 Efecto de la CUR sobre la remodelacién de la matriz extracelular en las ratas

tratadas con el CCl,.

Debido a la cirrosis experimental, los niveles proteicos de CTGF y de MMP13 se elevaron

2.7 y 1.8 veces, respectivamente respecto al grupo control. En cuanto a las MMP9 y 2, la

administracion créonica del CCl, elevo su actividad 8 y 27 veces, respectivamente en

comparacion al grupo control. El producto natural CUR tuvo la capacidad de regresar a

niveles basales los niveles proteicos del CTGF y de la MMP13, si como la actividad de las
MMP2 y 9 (Figura 30).
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remodelacion de la matriz extracelular de las
ratas tratadas con el CCl,. Niveles de proteina de
(A) CTGF vy de la metaloproteasa (MMP) 13 y
(B) actividad de la MMP9 y la MMP2 en
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CUR (CCly + CUR), y las ratas administradas
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Cada barra representa el valor promedio de tres ratas + error estandar (SE). a significa P<0.05 respecto al grupo control y b significa

P<0.05 respecto al grupo de CCl,.
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6.2.2.7 Efecto de la CUR sobre la transdiferenciacion de las CEHs.

Al término de la administracion de CCl, por 12 semanas, los niveles proteicos de TGF-f y
a-SMA se elevaron significativamente comparados con el grupo control (Figura 31A). Esto
fue confirmado por inmunohistoquimica observando que en el grupo de dafio existe una
gran cantidad de reaccion positiva hacia TGF-f y a-SMA y esto colocaliza con zonas
fibroticas, ricas en coladgena y en CEHs (Figura 31B). A nivel del mRNA, el hepatotdxico
aumento significativamente los niveles de a-Sma como se muestra en la Figura 31C (gel de
RT-PCR punto final y gréfica de qRT-PCR).

El efecto del CCly,, fue revertido totalmente en las ratas del grupo CCl, + CUR; los niveles
proteicos del TGF- B y de la a-SMA regresaron a la normalidad tras la administracion del
flavonoide (Figura 31 paneles A y B); ademas, el compuesto natural fue capaz de disminuir
los niveles de a-Sma en el grupo de reversion Figura 31C.

6.2.2.8 La administracion de la CUR inhibe la via INK-Smad3.

Debido a la administracion de CCly, la fosforilacion de JNK aumenté significativamente
respecto a JNK total, la cual no se vio modificada por el hepatotoxico (Figura 32). En
cuanto a la proteina Smad3, ésta se evalud a nivel de mRNA, proteina y fosforilacion en el
“linker”, encontrdndose que en los higados tratados con CCl, se favorece tanto la expresion
como la fosforilacion en el “linker”. El tratamiento con CUR revirtio el efecto desarrollado
durante la cirrosis, regresando a valores normales la activacion de JNK asi como la

expresion de Smad3 y su fosforilacion en el “linker” por parte de JINK (Figura 32).
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Figura 31. La curcumina (CUR) revirtid la
activacion de las células estelares de las
ratas tratadas con el CCl,. Western blot de
(A) TGFB y aSMA; (B)
inmunohistoquimica para TGF-B y a-SMA
y (C) gel de RT-PCR punto final y gréfica
de gRT-PCR de a-Sma de tejido hepéatico
de las ratas control, las ratas tratadas con
tetracloruro de carbono (CCl,), las ratas
tratadas con CCl, mas CUR (CCl, + CUR),
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Se us6 B-actina como control. Los valores se expresan como aumento de veces del 10D relativo normalizado a los valores del grupo

control (control = 1) y % de area con inmunoreactividad. Cada barra representa el valor promedio de tres ratas + error estandar (SE). a

significa P<0.05 respecto al grupo control y b significa P<0.05 respecto al grupo de CCl,.
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pINK Figura 32. La administracion de la curcumina (CUR) inhibid la via JINK-Smad3 en
25 las ratas tratadas con el CCl,. Western blot (WB) para (A) pJNK, (B) gel de RT-
2.0 PCR punto final y grafica de gqRT-PCR para Smad3, (C) WB para Smad3 y (D)
15 b WB pSmad3L de tejido hepético de las ratas control, las ratas tratadas con
tetracloruro de carbono (CCly), las ratas tratadas con CCl, mas CUR (CCl, +

CUR), y las ratas administradas con CUR sola (CUR). Se us6 pB-actina como
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6.2.2.9 La CUR ejerce sus efectos antifibroticos via Smad 7

Durante la induccion de la cirrosis por 12 semanas con CCl, se encontré que el valor de

Smad7 disminuyo6 60% respecto del grupo control.
La administracién de la CUR durante las Gltimas 4 semanas de dafio logro revertir el efecto

del CCl, de forma significativa (Figura 33). Por otro lado, la administracion de la CUR sola
no modifico los valores de Smad?7.
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Figura 33. La administracion de la curcumina (CUR)

_ Smad7
§ promovid la via inhibitoria del TGF-p en las ratas tratadas
o 1.5
ps con el CCl,. Western blot para Smad7 de tejido hepético
o
=4 10 de las ratas control, las ratas tratadas con tetracloruro de
@ b 4
= —_ I carbono (CCl,), las ratas tratadas con CCl, mas CUR
o a e
£ 05 - (CCly + CUR), y las ratas administradas con CUR sola
s (CUR). Se us6 B-actina como control. Los valores se
g °° N - N < expresan como aumento de veces del 10D relativo
> & L o o . -

® & normalizado a los valores del grupo control (control =

<
© 1). Cada barra representa el valor promedio de tres ratas +

Smad7 | .~ . 46kDa error estandar. a significa P<0.05 respecto al grupo

B-actina m 42 kDa control y b significa P<0.05 respecto al grupo de CCl,.

6.2.2.10 La CUR restablecié la capacidad biosintética del higado en las ratas

administradas con CCl,.

La medicion del glucégeno hepéatico es un importante parametro de la funcionalidad
hepatica. Los higados con cirrosis mostraron valores significativamente bajos de glucégeno
en comparacion con los higados sanos, este hecho fue revertido por la CUR quien restaur6
los niveles normales de glucdgeno (Figura 34).

Glucdgeno Figura 34. La curcumina (CUR) restableci6 la capacidad
biosintética del higado en las ratas administradas con el
57 CCl,. La cantidad de glucogeno en tejido hepético fue
;S 44 b determinada en las ratas control, las ratas tratadas con
i? 3 _ I tetracloruro de carbono (CCl,), las ratas tratadas con
° -1 —_—— CCly méas CUR (CCl, + CUR), y las ratas administradas
g’ 21 a - con CUR sola (CUR). Cada barra representa el valor
e 14 I promedio de ocho ratas + error estandar.a significa
= L P<0.05 respecto al grupo control y b significa P<0.05

0 T T T T respecto al grupo de CCl,.
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7 DISCUSION

7.1 Estudio del mecanismo de accion de la NAR en la prevencion del dafio
hepatico cronico inducido por el CCl,.

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto hepatoprotector de la NAR en un modelo
de dafio cronico inducido por CCl,4 para investigar si los efectos benéficos de la NAR estan
asociados con sus propiedades antioxidantes, a la inhibicion de la via del NF-xB y / o al

bloqueo ya sea de la via canonica o de la no canonica del TGF-p.
La NAR previene la necrosis hepatica bloqueando al NF-kB.

Las ratas tratadas con CCl4 mostraron un aumento en los niveles de NF-«xB, IL-1(3 e IL-10,
pero la administracion de la NAR impidié este aumento. La actividad del NF-xB depende
de la via iniciada por el receptor tipo Toll (TLR), cuando este receptor es activado, se
estimula el reclutamiento de una serie de proteinas que llevan a la fosforilacion y activacion
de la cinasa de IkB (IKK) que cataliza la fosforilacion del inhibidor de kappa B (IKB) que
inhibe al NF-«xB; esta fosforilacion es necesaria para la degradacion de IKB y a traslocacion

del NF-xB al ntcleo (66).

Se ha reportado que este efecto es debido a que la NAR regula a la baja al mensajero y la
proteina del TLR4 y TLR2, indispensables para la activacion citosolica del NF-xB (67).
Ademas, la NAR disminuye la translocacion del NF-«B hacia el nucleo y su unién al ADN
(67-69). Esto conduce a la inhibicion de la expresion de interleucinas dependientes de NF-

kB como la IL-13 y la IL-10 y por lo tanto, a la prevencion de la inflamacion.

La NAR preserva la actividad de las MMP9 y MMP2 en ratas tratadas con CCl,,

Durante la fibrosis, las CEHSs activadas vy las células de Kupffer expresan MMP9 y MMP?2;

estas enzimas conducen a la activacion del TGF-B ya que lo escinden de su depdsito en la
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MEC. Una vez liberado, el TGF-B favorece la actividad invasiva y proliferativa de las
CEHs (35, 62, 70, 71).

En este estudio, la administracion cronica del CCl, aumentd la actividad de la MMP9 y la
MMP2, mientras que la NAR mantuvo la actividad normal de las MMPs, esto concuerda
con reportes que indican que la NAR reduce los niveles del mRNA vy de la proteina de
MMP9 y 2, reduciendo asi su actividad (72-74). Por lo tanto, parece probable que el efecto
antifibrotico de la NAR pueda deberse, en parte, a la regulacién a la baja de las MMP9 y 2
ya que, al inhibirlas, se reduce la probabilidad de la activacion del TGF-B y su efecto en las
CEHs.

La NAR inhibe la via TGF-g-Smad3, lo que lleva a la regulacion a la baja de la a-
SMA, del CTGF y la Col-I

A través de pSmad3C, el TGF-B induce la expresion de a-SMA, el CTGF y la Col-1 en las
CEHs activadas; la proteina a-SMA es un marcador de transdiferenciacion muy especifico
que estd estrechamente relacionado con capacidades contractiles y de movilidad de las
CEHs activadas. EI CTGF es una proteina que amplifica la accién profibrogénica del TGF-
By la Col-1 es uno de los principales tipos de colagena en la MEC (6, 75-77).

En este estudio, la administracion del CCl, aumenté los niveles proteicos del TGF-p, de la
a-SMA, el CTGF y la Col-I; sin embargo, la NAR preservo los niveles normales de estas
proteinas. El posible mecanismo por el cual la NAR inhibe la via del TGF-B-Smad3 es 1)
una reduccion en los niveles del TGF- tisular; 2) una disminucion del mRNA y/o de la
proteina de Smad3, con la consecuente reduccion de su fosforilacion, evitando asi la
translocacion nuclear de pSmad3C y 3) una reduccion en la unién del TGF-B a su receptor
especifico TBRII, que conduce a la inhibicion de la fosforilacion de Smad3 (36, 72, 78-81).

Nuestros resultados estan de acuerdo con otros reportes que indican que la inhibicién de la
via del TGF-B-Smad3 por la NAR resulta en la disminucion de los niveles del mRNA 'y la
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proteina de la a-SMA, el CTGF y la Col-I (28, 36, 82), proporcionando asi un mecanismo
I6gico para explicar las propiedades antifibrdticas de la NAR.

La NAR inhibe la via profibrogénica del TGF-B, preservando los niveles de la

proteina Smad7

En contraste con la Smad3, la Smad7 ejerce un efecto inhibidor sobre la via del TGF-$
mediante la ubiquitinizacion y posterior degradacion proteosomal del TBRI (83). Como se
ha descrito por otros grupos de trabajo (84, 85), la administracion de CCl, redujo los
niveles de Smad7, pero la NAR fue capaz de prevenir este evento. Lou et al (72),
reportaron que la NAR fue capaz de conservar los niveles de mMRNA de Smad7 en células
pancredticas tratadas con TGF-B. La prevencion de la disminucion de Smad7 por la NAR,
es un mecanismo valioso mediante el cual la via TGF-3 es regulada a la baja para prevenir

la fibrosis.

La NAR bloquea la accion profibrogénica del TGF-$ por inhibicion de la MMP13

La MMP13 se expresa en las CEHSs, las células de Kupffer y las células perisinusoidales;
esta MMPs libera citocinas unidas a MEC tal como el TGF-B, que conduce a la
proliferacion y migracion de las CEHs (62). La administracion de CCl4 produjo un aumento
en los niveles de MMP13; sin embargo, la NAR mantuvo los niveles normales de MMP13

durante el dafio hepatico.

La MMP13 puede ser regulada positivamente por la IL-1p, el NF-xB y JNK (62, 86); sin
embargo, estas proteinas también fueron inhibidas por la NAR. Mediante la regulacién
negativa de MMP13, la NAR pudo prevenir la deposicion de MEC en ratas tratadas con
CCly.
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La NAR también previno la fibrosis inducida por CCl, bloqueando la via no canénica
del TGF-p

Después de la administracion de CCly,, la activacion de JNK se elevo, al igual que los
niveles de la proteina Smad3 y su fosforilacion en la region “linker”. Ha sido reportado que
durante la administracion de CCly, la pSmad3L se localiza en el nucleo de las CEHs. La
fosforilacion de la Smad3 en la region “linker” es catalizada por la pJNK, resultando en una
rapida translocacion de la pSmad3L al nucleo, en donde estimula la expresion de c-myc, un
importante inductor de la proliferacion de las CEHs (18, 87, 88), que a su vez conduce a
una mayor produccion de MEC. La NAR fue capaz de prevenir el aumento de los niveles
de la Smad3 y de su fosforilacion por pJNK lo que finalmente resultd en una disminucion
de la sintesis de la MEC.

7.2 Efecto de la NAR y la CUR en el dafio hepatico cronico previamente
establecido por el CCly: reversion de la cirrosis.

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la NAR y la CUR en un modelo de
cirrosis previamente establecida por la administracion de CCl, e investigar si estos

productos naturales eran capaces de revertir la cirrosis.

El primer reporte que se tiene sobre la reversion de la cirrosis hepética fue de Cameron y
Karunaratne en 1936 (89); desde entonces, el proceso de la reversion, las vias de
sefializacion y las células implicadas en este fendmeno han sido ampliamente estudiadas no
solo para entender lo que sucede sino para encontrar farmacos que ayuden a la cura de esta
enfermedad. En algunos casos, cuando el agente etiologico de la cirrosis es retirado se
presenta una reversion natural y espontanea tanto en la clinica como en modelos animales

de cirrosis; dicha reversion dependera del tipo y tiempo de exposicion del agresor (90-94).

En el caso del alcoholismo es dificil que el agente etiologico sea removido por completo ya
que las personas sufren dependencia, por lo que es importante desarrollar farmacos que

sean capaces de provocar reversion de la cirrosis aun estando presente el agente causal. En
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base a lo anterior se estudiaron los efectos de la NAR y la CUR en un modelo de cirrosis

previamente establecida.

7.2.1 Efecto de la NAR y la CUR sobre la reversion de la cirrosis previamente

establecida a nivel tisular.

Los resultados obtenidos muestran que los productos naturales aqui estudiados fueron
capaces de revertir el efecto de la administracion de CCl; a nivel macroscopico e
histoldgico; sin embargo, aun permanecieron fibras de coldgena remanentes que, si bien
fueron de mucho menor grosor que las observadas en el grupo de dafio, aun podian ser
apreciadas por la tincion tricromica de Masson. En este sentido, se ha reportado que, en la
reversion espontanea, tras 366 dias de recuperacion aln se observan septos fibroticos
residuales formados por MEC de tipo reticular; ésta MEC contiene CEHSs con alta actividad

de la enzima transglutaminasa, responsable de este tipo de uniones (95, 96).

Esta MEC residual esta caracterizada por ser rica en elastina y representa las fibras de
coldgena mas maduras que no fueron degradadas durante el proceso de reversion a
diferencia de las fibras de colagena menos maduras (95, 96). Asi, se puede decir que las
fibras de colagena remanentes observadas en los grupos tratados con NAR y CUR son

fibras de tipo reticular que no fueron degradadas.

7.2.2 En la reversion de la cirrosis, la NAR y la CUR disminuyeron las CEHs

transdiferenciadas.

Se conoce que las CEHs son primordiales para el desarrollo de la fibrosis hepatica, asi
como para el proceso de reversion y que su eliminacion es importante para la recuperacion
de la fibrosis. Ha sido reportado que, durante la reversion espontanea, las CEHs pueden ser
eliminadas por tres mecanismos: la apoptosis, la reversidn del fenotipo tipo miofibroblasto

y la senescencia. Esto tiene como resultado la disminucion de las células positivas a-SMA,
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aumento de la actividad colagenolitica, la disminucion de las fibras de colagena y la
resolucion del dafio hepatico (91-93, 97-100).

Durante la reversion de la cirrosis previamente establecida se observd una disminucion del
principal marcador de transdiferenciacion y activacion de las CEHs (a-SMA) no solo a
nivel de proteina sino también a nivel del mRNA. Esto fue corroborado por
inmunohistoquimica donde la marca positiva se observo principalmente en el tejido
fibrético. Este importante efecto sobre a-SMA es un indicador de la pérdida de CEHs
activadas que concuerda con reportes previos, en donde, tras el establecimiento de la
fibrosis y el retiro del agente etiolégico se observa un decremento de las CEHs desde el
tercer dia de recuperacion, sin importar el tipo de dafio (92-95); sin embargo, en este
trabajo no fue retirado el agente procirrético, por lo que aun durante el dafio constante al
higado por el CCl,, la NAR y la CUR fueron capaces de disminuir las células positivas
para a-SMA.

Se puede sugerir que uno de los principales mecanismos por lo que la NAR y la CUR
revierten la fibrosis hepatica es induciendo la eliminacion de las CEHSs, principales
productoras de colagena durante el desarrollo de la enfermedad, a pesar de que el CCl, se
siguié administrando. Sin embargo, falta por conocer cual es la forma por la que estos
polifenoles eliminan las CEHs transdiferenciadas o si pierden su actividad por un

mecanismo de reversion del fenotipo.

La principal causa descrita por la que disminuyen las CEHs en la reversion espontanea es la
apoptosis (101-106) y si bien no existen reportes especificos sobre el efecto de la NAR en
la induccion de la apoptosis de las CEHs, se sabe que ésta puede inducir la apoptosis en
lineas celulares de cancer ya que promueve tanto la via intrinseca (107-111) y como la
extrinseca (107, 112).

En cuanto a la CUR, si existen reportes del efecto proapoptético de ésta sobre las CEHSs:
inhibe la proliferacion de las CEHSs en cultivo, disminuye el nimero de células en fase S del
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ciclo celular e incrementa las células en G2/M; también induce cambios morfoldgicos
asociados con la apoptosis como el aumento de CEHs hipodiploides, la cromatina
condensada alrededor de la membrana nuclear, los organelos condensados, los cuerpos
apoptoticos y la fragmentacion del ADN (113, 114). EI mecanismo puede ser la induccion
de la via intrinseca y la disminucién de la proteina antiapoptética Bcl-2 a nivel de proteina
y del RNAm en CEHs (44, 115-117).

Basado en estos reportes, se puede hipotetizar que uno de los mecanismos por los que la
NAR y la CUR revierten la cirrosis hepéatica previamente establecida es la induccion de
apoptosis sobre las CEHs, sin embargo, es necesario llevar a cabo los experimentos
necesarios con el fin de demostrar la capacidad de estos compuestos para inducir la

apoptosis en las CEHs mediante la induccion de la via intrinseca y extrinseca.

El NF-kB no solo esta implicado en los procesos de inflamacion, también tiene efectos
antiapoptéticos ya que promueve a las proteinas Bcl-xl, Bcl-2, TRAF-1, TRAF-2, c-1AP1y
c-1AP2 que tienen efectos antiapoptoticos (104, 118); respecto a esto, se ha reportado que la
inhibicion del NF-xB en las CEHs promueve la apoptosis y previene la fibrosis hepatica
(119, 120). En este estudio se encontrd que la NAR revierte la elevacion del NF-xB y
tambien de las interleucinas que regula (IL-1p e IL-10), esto en una cirrosis previamente
establecida por la administracion de CCly. Si bien no se tienen reportes directos de que la
NAR promueva la apoptosis en las CEHs por inhibir al NF-xB, si se sabe que este

flavonoide inhibe dicho factor.

En algunos modelos de dafio hepatico se ha reportado que la NAR reduce el mRNA del
NF-xB y por lo tanto, también el mMRNA de las proteinas de la inflamacién reguladas por
éste como el TNF-a, la IL-6 y la IL-1B (34, 121). Se sabe, por experimentos en otros
tejidos, que la NAR inhibe la via del NF-xB debido a que regula a la baja el mRNA del
TLR4 y del TLR2, por lo que previene la fosforilacion de IKB, reduciendo la traslocacién y

la union del NF-xB al ADN; esto tiene como resultado una pobre induccidn de las proteinas

94



TNF-q, IL-1B, IL-4, IL-5, IL-6, IL-12, IL-13, IL-17, IL-22, IL-23 e IL-10 (67-69, 81, 122-
125).

Si bien la influencia de la NAR sobre el NF-xB ha sido estudiada sobre todo en el ambito
antiinflamatorio, no se puede dejar de hipotetizar que este compuesto podria inhibir los
efectos antiapoptoticos que ejerce el NF-xB y, por lo tanto, reducir la supervivencia de las

CEHs y asi favorecer la reversion de la cirrosis hepatica.

Un hecho bien conocido es que la CUR posee efectos antiinflamatorios y esto es debido a
que inhibe a la via del NF-kB en diferentes puntos. Los resultados obtenidos en este trabajo
muestran que tras la administracion cronica del CCly, los niveles del NF-xB, la IL-1p y la

IL-10 aumentaron considerablemente, pero la CUR revirtié este efecto.

Se sabe que la CUR tiene la capacidad de disminuir la activacién del NF-xB, asi como su
traslocacion al ndcleo en un modelo de dafio hepéatico agudo con CCl, (41). Lo anterior es
debido a que la CUR reduce el mRNA del mismo NF-«B, de los receptores TLR2, TLR4 y
del adaptador MyD88 en CEHSs activadas, llevandolas hacia la apoptosis (126-128). Otro
efecto de la CUR sobre el NF-«xB es que el polifenol inhibe la activacion del IKK y por lo
tanto, la fosforilacion de IKB, asi como su degradacién, que deriva en la nula fosforilacion
de p65, su traslocacién al nacleo y su acetilacion. Esto lleva a que el efecto positivo del
NF-kB sobre IAP1, IAP2, XIAP, Bcl-2, Bcl-xI y TRAF1, que son moléculas
antiapoptaticas, sea eliminado (129).

Por lo anterior, se puede decir que la inhibicion del NF-kB por parte de la NAR y la CUR
no solo disminuye la inflamacion (efecto sobre la IL-1p y la IL-10), sino también los
efectos antiapoptoticos de este factor en las CEHs y da otra explicacion del por qué las
CEHs disminuyen con el tratamiento con la CUR, pero se necesita corroborar dicha
hipdtesis para conocer si este es otro mecanismo de influencia de los productos naturales

sobre la disminucién de las CEHs.
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Ademas de la induccion de la apoptosis, se ha descrito un segundo mecanismo por el que la
fibrosis hepética puede ser revertida: la reversion del fenotipo tipo miofibroblasto. Durante
la reversion espontanea existen ciertas CEHs que escapan de la apoptosis y en vez de ser
eliminadas adquieren un fenotipo intermedio entre CEHs quiescentes y activadas
denominadas CEHs inactivas (iCEHSs) (91, 99). Se tienen reportes de que la induccion de
la expresion de genes asociados a la sintesis de lipidos en las CEHs activadas puede ser una
buena estrategia para revertir su fenotipo, por ejemplo, el receptor gamma activado por el
proliferador del peroxisoma (PPAR-y) (120, 102, 130-135). En este sentido, se cuenta con
reportes de que la NAR tiene efectos sobre el PPAR-y, por ejemplo, aumenta la proteina del
PPAR-y y promueve su actividad ya que activa su dominio de unién a ligando (LBD),
sugiriendo que sirve como un ligando natural (136-138). Sabiendo que la NAR mejora su
actividad y es un ligando natural del PPAR-y, quizas el flavonoide pueda inducir la
actividad de esta proteina en las CEHSs transdiferenciadas que han escapado a la apoptosis e

inducir la reversion de su fenotipo hacia uno intermedio.

En cuanto a la CUR, se tiene evidencia de que puede promover un fenotipo tipo adipocito
en las CEHs cuando éstas son incubadas con el producto natural, ya que incrementa el
namero y tamafio de las gotas de lipidos, tan caracteristicas de su estado quiescente y
aumenta los triglicéridos y las proteinas relacionados con la reversion del fenotipo como
C/EBPa, PPAR-y, RXRa y RARP (139). Ademas, el polifenol presenta diferentes
mecanismos por los cuales puede aumentar la actividad del PPARy en las CEHSs activadas
(116, 117, 139-142, 144).

En general, los efectos de la CUR al activar el PPAR-y resultan en: 1) la inhibicion de la
proliferacion de las CEHs ya que se favorece la expresion de proteinas de detencion del

ciclo celular como p21WAF! y p2Kirt

, pero disminuyen las ciclinas D1, D2 y E que
promueven el ciclo celular. 2) disminucién de la union del NF-xB al ADN, 3) la inhibicién
de la via del TGF-B por la disminucion de los niveles de mRNA y proteina de los
receptores TBRI y TPRII y la reduccion de la sintesis de a-SMA por parte de las CEHs y 4)

la induccidn de la enzima glutamato-cisteina ligasa (GCL), que participa en el paso limitante
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de la sintesis de novo del GSH y 5) la conversion del fenotipo activado hacia el fenotipo
iCEHSs (116,117, 139-144).

Un tercer mecanismo por el que la NAR y la CUR pueden reducir el nimero de células
positivas a a-SMA 'y, por lo tanto, revertir la fibrosis es la induccion de la senescencia (100,
145).

Si bien no se cuentan con estudios del efecto de la NAR sobre la senescencia en la fibrosis
hepatica ni en otro sistema, se tiene informacion de la CUR en la induccion de senescencia
en las CEHs. La CUR promueve la expresion de marcadores de senescencia como pl6,
p21, Hmgal y SA- B-gal en CEHs activadas; también las detiene en el punto GO/G1 del
ciclo celular ya que disminuye la actividad de la telomerasa y disminuye los complejos
D1/CDK4 y E1/CDK6 que promueven la transicion GO-S del ciclo celular; ademés la CUR
induce senescencia de las CEHs activadas mediante la induccion del p53, el mayor
mediador de la detencion del ciclo celular y la senescencia y esto es mediado por PPAR-y
(146).

Ademas de inducir senescencia en las CEHs, la CUR también propicia el reclutamiento de
células Natural Killer (NK) hacia la proximidad de estas células senescentes dentro del
tejido fibrotico, provocando su eliminacion a través de la exocitosis de granulos que se ve

favorecida tras el tratamiento con CUR (147).

Como se puede observar, el mecanismo por el que la NAR y la CUR disminuyen las células
CEHs transdiferenciadas y positivas hacia a-SMA puede ser cualquiera de los aqui
descritos, lo que significa que estos compuestos tienen maultiples frentes para revertir la
fibrosis hepatica. La reduccion o eliminacion de las CEHSs es indispensable para detener la
produccién de proteinas de la MEC como la Col-1 y es un hecho claramente identificado

durante la reversion espontanea.
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7.2.3 La NAR y la CUR inducen la remodelacion y la eliminacion de la matriz

extracelular durante la reversion hepatica previamente establecida.

Si bien la desaparicion de las CEHs impide la sintesis y acumulacion descontrolada de
nueva MEC, esto no explica la eliminacion de la MEC formada hasta antes de la
administracion de la NAR y la CUR. Ademas, el mantenimiento de la cantidad de MEC es
un proceso dindmico, entonces si la sintesis de MEC disminuye y se mantiene constante la
degradacion, el resultado final es la disminucion de la fibrosis. Es por ello que se deben
estudiar proteinas como las MMPs, el CTGF vy la colagena, proteinas relacionadas con la
sintesis y la degradacion de la MEC.

En el estudio presente, se encontré que la administracion de CCl, por 12 semanas, causé
un aumento significativo de las proteinas MMP13 y CTGF, asi como de la actividad de las
MMP2 y MMP9, de la sintesis de colagena total y de la Col-1. Efectivamente, la
administracion de la NAR y la CUR regres6 a la normalidad estos parametros de

remodelacion de la MEC.

Se conoce que, durante el dafio hepatico, la actividad colagenolitica de las MMPs es
bloqueada por los TIMPs que son expresados por las CEHs activadas en humanos y en
modelos murinos de fibrosis, por lo tanto, la coldgena se acumula en el tejido hepatico. Sin
embargo, durante la reversion espontanea tras el retiro del agente dafino, los niveles de los
TIMPs disminuyen considerablemente y las MMPs pueden ejercer su efecto retirando la
colagena acumulada (92, 95-97, 101, 103-106).

En este estudio, aunque la MMP13 aumentd aumentada durante el dafio inducido por 12
semanas con CCly, se presume que ésta no pudo ejercer su efecto colagenolitico debido a la
inhibicidn de los TIMPs. Ya que los inhibidores son producidos por las CEHs y como la
NAR y la CUR disminuyeron estas células, se especula que los TIMPs disminuyeron y la

MMP13 pudo entonces ayudar en la remodelacion de la MEC durante la reversion de la
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fibrosis. Sin embargo, estas hipotesis deben ser confirmadas para esclarecer el efecto de la
NAR y la CUR sobre la MMP13.

Durante el dafio hepatico, las CEHs generan MMP2 y MMP9 que degradan a la MEC
basal, facilitando el remplazo de esta MEC original por una matriz intersticial de alta
densidad, ademés promueven la liberacion de TGF-p de la MEC (63, 103). En nuestro
modelo, la actividad de estas dos MMPs se vio incrementada tras 12 semanas de la

administracion de CCly, confirmando lo observado en otros reportes (92, 96).

Se tiene conocimiento que durante los primeros 28 dias de reversion espontanea, la
actividad de estas MMPs permanece aumentada, aunque se haya retirado el agente
hepatotdxico y que tras 84 dias de reversion se sigue observando su actividad, no es sino
hasta 366 dias después que ésta desaparece (96). EI aumento de la actividad de estas MMPs
durante el dafio hepético, mantenimiento en las primeras fases de reversion y posterior
disminucion es ampliamente reportado por otros grupos de trabajo (148-151). Esto sugiere
que la degradacion de la mayor parte de la MEC durante la reversion de la fibrosis esta
dada por las MMP9 y MMP2 vy al final del proceso de reversion y degradacion de la MEC,
éstas regresan a un estado de actividad colagenolitica normal (96, 149, 151).

Como se menciond, se puede explicar que posterior a la administracion de la CUR y la
NAR se observo una actividad normal de la MMP9 y la MMP2; esto correlaciona con lo
que pasa al final de la reversion espontanea. Aunque en el presente experimento no se
generé una reversion espontanea sino una reversion aun con la presencia del agente
hepatotdxico, el efecto de la NAR y la CUR sobre las MMPs es similar al observado tras

una reversion espontanea y en menor tiempo.

Otro resultado obtenido en este trabajo fue que la NAR y la CUR disminuyeron a niveles

basales el CTGF, proteina que fue altamente inducida durante el dafio hepatico con CCly.
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El CTGF es secretado por las CEHs posterior a su activacion y funciona como un mediador
rio abajo del TGF-p estimulando la produccién de proteinas de la MEC como fibronectina,
Col-1, laminina y glicosaminoglicanos. EI CTGF también estimula la via canonica del
TGF-B al mejorar la unién de éste a su receptor, regulando negativamente a la Smad7
(inhibitoria del TGF-B) e impedir que el antagonista natural del TGF-p, la proteina BMP, se
una a su receptor (152, 153). En el estudio presente, la NAR y la CUR fueron capaces de
revertir el aumento del CTGF, la disminucién de Smad7 y la acumulacion de la MEC

presentes en la cirrosis inducida por CCly.

Debido a que no se tienen estudios sobre los efectos de la NAR sobre el CTGF, es
pertinente realizar estudios posteriores para elucidar el mecanismo preciso por el que la

NAR reduce los niveles del CTGF durante la reversion de la fibrosis hepatica.

Respecto a la CUR, se ha reportado que ésta reduce los niveles de mRNA y la proteina del
CTGF en el dafio hepatico inducido por el CCl, (46). Estudios en las CEHs
transdiferenciadas demuestran que la CUR de forma dependiente de la dosis causa
reduccion del mRNA, de los niveles la proteina y de su secrecion, asi como la reduccion de
la actividad del promotor en el gen del CTGF (154).

El hecho de que la NAR y la CUR fueron capaces de revertir los efectos del CTGF, tiene
un efecto muy importante sobre la sintesis de proteinas de la MEC y esto pudo ayudar a la
reversion de la cirrosis previamente establecida ya que se promovié el retorno hacia el
equilibrio entre la sintesis y la degradacion de la MEC, balance que se ve alterado durante

un proceso fibrético, derivando en cirrosis.

Hablando de los niveles de la colagena total y la Col-1 registrados durante este
experimento, se observO que estos parametros se elevaron considerablemente tras la
administracion de CCl, por 12 semanas. Sin embargo, los productos naturales estudiados,
NAR y CUR, pudieron revertir la sintesis y la acumulacion de esta proteina de matriz, ya
que éstos promovieron: 1) la eliminacion de las CEHSs, principales productoras de MEC y
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2) la reduccion de CTGF, implicado en la sintesis de MEC. Estos efectos en conjunto

Ilevaron a la casi total remocion de las fibras de colagena existentes.

Que la NAR y la CUR sean capaces de restablecer el equilibrio entre la sintesis y la
degradacidn, es una caracteristica muy importante que debe ser estudiada para conocer el
mecanismo por el cual se lleva a cabo este efecto, asi, este estudio deja abiertas muchas
posibilidades de investigacion en torno a los efectos de la NAR y la CUR en la reversion de

la cirrosis previamente establecida.

Con base en los datos anteriores se puede concluir que la NAR y la CUR promueven la
remodelacion de la MEC durante la reversion del dafio hepatico experimental inducido por
CCl,.

7.2.4 Efecto de la NAR y la CUR sobre la via candnica y no canonica del TGF-§-

Smads.

Se conoce que el TGF-B es una proteina implicada en la transdiferenciacién de las CEHs de
forma parécrina y luego autdcrina cuando éstas empiezan a secretarlo. EI TGF- ejerce sus
efectos profibrogénicos y de proliferacién a través de la via candnica que implica la
fosforilacion de las Smads en su carboxilo terminal, induciendo la Col-1, el CTGF, los
TIMPs y la a-SMA. Por otro lado, la via no candnica es activada por las MAPKs que
fosforilan a las Smads, pero en el dominio “linker” aumentando la expresion de los agentes

proliferativos y de supervivencia como c-myc y PAI-1 (11-18).

En términos generales, el CCl, aumentd considerablemente la activacion de estas dos vias
ya que los niveles del TGF-p, la a-SMA y la Smad3 fueron incrementados, asi como la
fosforilacion de la Smad3 en el “linker” y por lo tanto, su activacion. Por otro lado, la NAR
y la CUR tuvieron la capacidad de reducir estos marcadores. En el caso de la a-SMA y la

Smad3 también fueron disminuidos sus mMRNAs.
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En otros tejidos, la NAR tiene efectos sobre la via del TGF-f como: 1) la reduccion en los
niveles de TGF-B tisular (mRNA y proteina); 2) la disminucion del mRNA y/o la proteina
de la Smad3, con la consecuente reduccion de su fosforilacion, evitando asi la
translocacion nuclear de la pSmad3C y 3) reduccién de la union del TGF-B a su receptor
especifico TPRII, que conduce a la inhibiciéon de la fosforilacion de la Smad3, esto en
cultivo de CEHs y en diferentes tejidos como péancreas, pulmon y piel, pero no se han
estudiado los efectos del flavonoide en un modelo de reversion de la cirrosis como es el que
aqui se presenté (36, 72, 78-81).

En cuanto a la CUR, sus efectos sobre el TGF-B se pueden resumir como Sigue: 1)
reduccion de mRNA y la proteina de los receptores a TBR-I y TBR-II por activacion del
PPARY, 2) disminucion de los niveles de mRNA y de proteina del TGF-B, 3) inhibicion del
aumento del mMRNA y de la proteina de las Smad2 y Smad3, asi como su fosforilacion en la
via canonica y 4) reduccion del mRNA vy la proteina de la Col-1, la a-SMA, el CTGF y la
fibronectina, en modelos de prevencién de dafio hepético y reversion en la ligadura del

conducto biliar coman, pero no en un modelo de reversion de cirrosis (41, 42, 45, 154-157).

El efecto inducido sobre la via no canénica por parte de los productos naturales tiene como
resultado la disminucién de la activacién de JINK y de la fosforilacion en el “linker” de la
Smad3 por parte de la MAPK. Numerosos estudios indican que la NAR tiene la capacidad
de disminuir la actividad/fosforilacion de JNK y de otras MAPK implicadas en la via no
canonica (75, 128, 158, 159), esto corrobora lo obtenido en este estudio respecto a que la
NAR redujo los niveles de pJNK durante la reversion de la fibrosis hepatica. Este efecto
sobre JNK puede ser debido a que la NAR inhibe al PDGF, citocina ampliamente conocida
por activar a JNK mediante su receptor en las CEHs (160-162). Asi, la NAR es capaz de
reducir la fosforilacion en el “linker” de la Smad3, adicionalmente, el compuesto redujo el

MRNA de la Smad3, disminuyendo la proteina disponible para ser fosforilada.

La activacion de JNK también se vio reducida por la CUR y esto pudo ser debido a que el
polifenol tiene los siguientes efectos sobre la via PDGF-JNK e higado in vivo e in vitro: 1)
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disminuye los niveles de PDGF a nivel de mensajero y de proteina, 2) reduce la expresion
del receptor a PDGF, el PDGF-BR, 3) inhibe la fosforilacion de la tirosina cinasa del
PDGF-BR que presenta cuando esta activo y 4) bloquea la fosforilacion de JINK (41,141,
163).

Con relacion a lo anterior, la CUR pudo tener influencia sobre la inhibicion de la via no
canonica del TGF-B-Smads y reducir también la fosforilacion en el “linker” de la Smad3.
Sin embargo, la CUR no solo reduce la fosforilacion en el “linker” de Smad3, también al
mensajero y la proteina de esta Smad, aumentando su efecto inhibitorio sobre dicha via.
Estos mecanismos explican el potente efecto antifibrotico de este polifenol.

7.2.5 Estimulacion de la Smad7 por la NAR y la CUR puede inhibir la via candnica
del TGF-p.

Como se menciond anteriormente, la Smad?7 tiene un efecto inhibitorio de la via del TGF-$3
ya que ubiquitiniza al receptor TBRI para ser después degradado en el proteosoma. Tras la
induccién de cirrosis con CCly por 12 semanas, los niveles de la Smad7 se reducen
considerablemente, por lo que, puede que exista una desregulacion y elevacion de la via del
TGF-B sin tener ningin sistema de freno; esto es un factor muy importante para el
desbalance de la sintesis y degradacion de la MEC durante el proceso fibrético.
Interesantemente, el tratamiento con NAR o CUR logra elevar los niveles de esta proteina,
hecho que puede ayudar al desarrollo de la reversion del dafio hepatico y pueda explicar en
gran medida los resultados obtenidos en este trabajo, ya que la Smad7 es un factor muy

importante en la homeostasis de la via del TGF-p.

Algunos efectos derivados de la inhibicion de la via canonica del TGF-p por la Smad7 son
la reduccion de los niveles del mismo TGF-B, asi como la disminucion de la a-SMA, la
Col-1y el CTGF. Estos efectos pueden conducir a la desactivacion de las CEHs ya que se

reduce la autoestimulacion por el TGF-p.
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Si bien se cuenta con algunos reportes sobre el efecto benéfico de estos productos naturales
sobre el dafio hepatico (45,72, 155), es indispensable incrementar las investigaciones sobre
el efecto que produce la induccion de la Smad7 ya que podria ser un importante blanco

terapéutico para propiciar la reversion de la cirrosis hepatica.

7.2.6 Efecto antioxidante de la NAR y la CUR.

El efecto antioxidante de la NAR y de la CUR ha sido ampliamente estudiado, sin embargo,
estos compuestos también pueden funcionar induciendo antioxidantes endégenos como el
GSH; éste fue reducido durante el desarrollo de la fibrosis hepética, pero fue restablecido

tras la reversion del dafo.

La NAR puede mejorar los niveles de GSH ya que: 1) aumenta los niveles de la enzima
GCL, implicada en el paso limitante de la sintesis de GSH y 2) por la regulacion positiva de
la enzima GR que regresa a su forma reducida al GSH oxidado (9). Por otro lado, la CUR
también tiene efectos sobre el GSH porque 1) incrementa la actividad de la GCL y 2)
induce la expresién de las dos subunidades de la GCL (GCLc y GCLm) en CEHSs (157).

7.2.7 La NAR y la CUR normalizan los marcadores bioquimicos de dafio hepatico y el

glucdgeno.

Como resultado de la administracion cronica de CCl,, los marcadores bioquimicos de dafio
hepatico ALT, FA y y-GTP fueron elevados considerablemente, denotando colestasis y
necrosis en el higado cirrético. Ademas, el glucdgeno fue reducido varias veces con
respecto al grupo control, por lo que, se contaba con un 6rgano poco funcional. La
administracion de NAR o CUR pudo revertir estos resultados indicando que, como
resultado final de la reversion inducida por los productos naturales, se obtuvo un higado

sano y funcional.
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8 CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo en el que se evalud el mecanismo de accion de la
NAR en la prevencion de un dafio hepatico experimental y los efectos de la NAR y la CUR

en la reversion de la cirrosis previamente establecida, llevan a las siguientes conclusiones:

Modelo de prevencion

1.- La NAR previno el dafio hepético crénico experimental debido a que es un antioxidante
y fue capaz de combatir el estrés oxidativo en dicho modelo.

2.- La NAR no solo tiene propiedades antioxidantes, también es un inmunomodulador ya
que previno la inflamacion causada por el CCly.

3.- El flavonoide es capaz de prevenir el desarrollo de la fibrosis por inhibir vias
profibrogénicas como la del TGF-B-Smad3 y la de INK-Smad3.

4.- La NAR puede ser una opcion terapéutica en la prevencion de la cirrosis en humanos,

previos estudios pertinentes de la toxicidad de la misma.

Modelo de reversién

1.- La NAR y la CUR fueron capaces de revertir la necrosis y la colestasis.
2.- El estrés oxidativo fue revertido ya que la NAR y la CUR lograron revertir el aumento de la
PL y la disminucién del GSH.
3.- Los productos naturales NAR y CUR revirtieron la pérdida de la funcién biosintética del
higado.
4.- La fibrosis fue revertida por la NAR y la CUR debido a que restablecen los niveles
normales de marcadores fibroticos.
5.- La NAR y la CUR tuvieron efectos antiinflamatorios en el modelo de reversion de la
cirrosis previamente establecida.
6.- La NAR y la CUR inhibieron y revirtieron el efecto profibrogénico de las vias TGF-B-
Smad3 y la de JNK-Smad3.
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7.- La NAR y la CUR pueden ser utilizadas en tratamientos de reversion de la cirrosis

previos estudios de seguridad.

9 PERSPECTIVAS

De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo, quedan algunas incognitas sobre los
efectos de la NAR y la CUR en la prevencion de la cirrosis previamente establecida, es por

ello que se plantea:

1.- Elucidar la forma por la cual la NAR y la CUR reducen la marca positiva para la a-
SMA en las CEHs.

2.- Estudiar el posible efecto proapoptético de estos productos naturales sobre las CEHs y

el mecanismo por el que se desarrolla.

3.- Conocer si la NAR y la CUR inducen la senescencia en las CEHs como un mecanismo

de la reversion de la cirrosis hepética in vivo.
4.- Investigar la posible implicacion de la NAR y la CUR en la reversion del fenotipo de las
CEHs activadas hacia un fenotipo intermedio y si esto interviene en el efecto de estos

polifenoles en la reversion de la cirrosis.

5.- Conocer el efecto de la NAR y la CUR sobre los TIMPs y cdmo esto induce a la

reversion de la cirrosis hepatica.

6.-Conocer el mecanismo por el que la NAR y la CUR promueven la reestructuracion de la
MEC.
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