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RESUMEN 

 

En este trabajo se pretendió elucidar el mecanismo de acción de la NAR en la prevención 

del daño hepático crónico experimental y evaluar la capacidad de la NAR y la CUR para 

revertir una cirrosis previamente establecida. 

 

Mecanismo de acción de la NAR en la prevención del daño hepático experimental: las 

ratas Wistar machos fueron administradas con 400 mg kg
-1

 de CCl4 3 veces/semana i.p, 

durante 8 semanas para inducir el daño hepático. Por otro lado, para evaluar el mecanismo 

de la NAR en la prevención de la fibrosis hepática, 8 ratas fueron administradas con 400 

mg kg
-1

 de CCl4 3 veces/semana durante 8 semanas + 100 mg kg
-1

 de NAR diario v.o. por 

las mismas 8 semanas. La NAR fue capaz de prevenir la elevación de las proteínas 

profibrogénicas TGF-β, α-SMA, CTGF, Col-1 y MMP13; redujo la actividad de las MMP2 

y 9, los niveles de los NF-κB, IL-1β e IL-10, así como la activación de JNK y la 

fosforilación de Smad3 en el “linker”.      

 

Modelo de reversión de la cirrosis experimental: se administró el CCl4 por 12 semanas a 

las ratas Wistar macho (400 mg kg
-1

, 3 veces/semana); pero, al inicio de la semana 9 de 

daño se administró la NAR o CUR (100 mg kg
-1

/2 día, v.o) para determinar su capacidad 

para revertir la cirrosis experimental previamente establecida. Por medio de las técnicas de 

western blot, inmunohistoquímica y qRT-PCR se demostró que la NAR y la CUR tuvieron 

la capacidad de revertir la elevación de los marcadores bioquímicos de daño hepático y de 

restaurar el GSH y el glucógeno. Por otro lado, regresaron a la normalidad los niveles de 

TGF-β, α-SMA (proteína y mRNA), CTGF, Col-1 y MMP13, así como la actividad de las 

MMP2 y 9 y los niveles de NF-κB, IL-1β e IL-10. También pudieron revertir la activación 

de JNK y la fosforilación de Smad3 en el “linker”, así como la proteína y mRNA de 

Smad3.         

Los resultados mostraron que la NAR y la CUR bloquearon las vías del TGF-β-Smad3 y 

JNK-Smad3 y por este medio llevaron a cabo sus efectos antifibróticos, haciéndolas buenas 

candidatas para estudios clínicos. 
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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
-1

 CCl4 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
-1

 of CCl4 3 times / week for 8 weeks + 100 mg kg
-1

 of NAR, daily, p.o. for 

8 weeks. NAR was able to prevent the elevation of profibrogenic proteins as TGF-β, α-

SMA, CTGF, Col-1 and MMP13; also, reduced the activity of MMP2 and 9, decreased NF-

κB, IL-1β and IL-10 levels, as well as lowered the activation of JNK and Smad3 

phosphorylation in the linker domain. 

 

Reversal model of experimental cirrhosis: CCl4 was given for 12 weeks to male Wistar 

rats (400 mg kg
-1

, 3 times/week); however, NAR or CUR (100 mg kg
-1

/ two times a day, 

p.o) was administered at the beginning of week 9 of CCl4 treatment to determine its ability 

to reverse established experimental cirrhosis. Western blot, immunohistochemistry and 

qRT-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-β, α-SMA (protein and mRNA), CTGF, Col-1 and MMP13, as well as 

the activity of MMP2 and MMP9 and levels of NF-κB, IL-1β 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-β-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 INTRODUCCIÓN 

1.1 Generalidades del hígado 

 

El hígado es la glándula más 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 hígado está formado por unidades funcionales llamadas lobulillos, constituidos por 

células epiteliales especializadas llamadas hepatocitos organizadas en torno a una vena 

central. El lobulillo hepático contiene capilares muy permeables llamados sinusoides, a 

través de los cuales circula la sangre. En los sinusoides también están presentes las células 

de Kupffer que son macrófagos residentes del hígado (Figura 1) (1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Esquema de un lobulillo hepático. EL lobulillo es la unidad funcional del hígado que consiste en un 

grupo de hepatocitos dispuestos alrededor de una vena central (1). 

 

Cada célula hepática se encuentra adyacente a los canalículos biliares y la bilis que secretan 

entra en los canalículos biliares y es almacenada en la vesícula biliar (1, 2). Además de 

producir bilis, el hígado cumple otras funciones vitales como son: el metabolismo de los 
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hidratos de carbono, de lípidos y de proteínas; el procesamiento de fármacos y hormonas, la 

excreción de bilirrubina y el almacenamiento de sales biliares.  

 

1.2 Fibrosis y cirrosis  
 

Las enfermedades hepáticas representan uno de los mayores problemas de salud en la 

sociedad actual. La fibrosis resulta del daño crónico al hígado en conjunto con la 

acumulación de proteínas de la matriz extracelular (MEC), llevando a la formación de las 

cicatrices, la pérdida de la arquitectura tisular, el desarrollo de los nódulos de regeneración 

y falla del órgano. Independientemente de la causa del daño, la fibrosis representa la 

consecuencia final de una inflamación hepática crónica (3-5).  

 

Las principales causas de la fibrosis hepática incluyen la infección por el virus de la hepatitis 

B, virus de la hepatitis B, el abuso del alcohol y la esteatohepatitis no alcohólica (4, 5).  

 

Los hepatocitos son más susceptibles que otras células a los agentes tóxicos y son las 

primeras células en dañarse tras una lesión hepática, los hepatocitos lesionados liberan 

especies reactivas de oxígeno (EROS) que dañan las membranas celulares como la del 

retículo, la de la mitocondria y la membrana celular derivando en el estrés oxidativo, la 

peroxidación lipídica (PL) y el incremento de las concentraciones celulares de calcio, hasta 

llegar a la apoptosis (3-6).  

 

Los hepatocitos apoptóticos sufren la fragmentación del ADN y forman cuerpos 

apoptóticos 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-β), el factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-α) y el factor de crecimiento derivado de 

plaquetas (PDGF) (3-6). 

 

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

actúan sobre un tipo celular hepático llamado células estelares hepáticas (CEHs). En el 
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hígado normal las CEHs se encuentran en reposo en el espacio de Disse, expresando 

marcadores característicos de adipocitos como PPARγ, SREBP-1c y leptina, además son el 

principal almacén de vitamina A (4, 6). 

 

Tras el daño hepático y por la intervención del PDGF y del TGF-β, las CEHs se activan, 

transdiferenciándose en miofibroblastos contráctiles y proliferativos que son los 

responsables de la excesiva secreción de MEC; además, las CEHs expresan marcadores 

miogénicos como la alfa-actina del músculo liso (α-SMA) y c- myc. Otra característica de 

la transdiferenciación de las CEHs es la producción de citocinas proinflamatorias que 

causan el reclutamiento de linfocitos y la capacidad de migración hacia los sitios de 

reparación del tejido, donde se acumulan secretando grandes cantidades de MEC. Las 

CEHs activadas también liberan TGF-β que, de forma autócrina, estimula las vías de 

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

 

Figura 2. Los hepatocitos apoptóticos inducen la fibrosis hepática. En respuesta a una lesión, los hepatocitos 

forman cuerpos apoptóticos, que son fagocitados por las células de Kupffer, las células estelares hepáticas o 

los hepatocitos sanos, posteriormente liberan citocinas profibrogénicas que activan a las células estelares 

(Modificado de 7). 
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Las vías de señalización intracelulares juegan un papel fundamental en la patogénesis de la 

fibrosis, principalmente la del TGF-β, que tiene tres efectos principales: la activación de las 

CEHs, la estimulación de la síntesis de la MEC y la supresión de la degradación de MEC 

(6, 7). 

 

En respuesta al TGF-β, las CEHs producen colágena tipos I (Col-I), III y IV, 

proteoglicanos, glicoproteínas, fibronectina, tenascina y glicosaminoglicanos que son 

componentes de la MEC. La progresión de la fibrosis hepática está asociada con un 

aumento en la producción de MEC y a la disminución de su degradación, derivada de dos 

factores: el primero es la expresión a la baja de las metaloproteasas (MMPs), la cuales 

desintegran a la MEC. El segundo es la sobreexpresión de los inhibidores tisulares de las 

metaloproteasas (TIMPs), que inhiben a las MPP. El TGF-β está implicado en la regulación 

de la remodelación de la MEC que se relaciona directamente con la inhibición de las 

MMPs, con la expresión aumentada del TIMP1 y del factor de crecimiento del tejido 

conectivo (CTGF), indicando que la progresión de la fibrosis hepática puede ser detenida 

por el bloqueo del TGF-β (3, 6). 

 

Los eventos antes mencionados desencadenan el desarrollo de la fibrosis hepática, pero la 

inhibición o estimulación de ciertas vías de señalización, puede llegar a prevenir o revertir 

el desarrollo de dicha patología; por ejemplo, el aumento de la actividad colagenolítica o la 

inhibición de la vía del TGF-β.  

 

La fibrosis hepática progresa rápidamente a la cirrosis en varios entornos clínicos. La 

cirrosis puede ser definida como la consecuencia final de la fibrosis y tiene como resultado 

la formación de nódulos de hepatocitos en el parénquima hepático y alteración de la 

circulación sanguínea y de la función del órgano (4-9). 

 

Más del 40% de los pacientes con cirrosis, son asintomáticos y pueden permanecer así por 

décadas, pero el deterioro progresivo es inevitable, desarrollándose complicaciones como la 

ascitis, las hemorragias varicosas, las encefalopatías, la disfunción hepatocelular y el 

aumento de la resistencia intrahepática. Los pacientes con cirrosis pueden permanecer 
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libres de complicaciones graves durante varios años, es decir, es una cirrosis compensada, 

mientras que la cirrosis descompensada se asocia con un tiempo de vida corto y el 

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

 

Por lo anterior, es indispensable la búsqueda de tratamientos que resuelvan el problema de 

la salud mundial en el que se ha convertido la cirrosis y la fibrosis, tanto para su prevención 

como para la reversión, ya que, si se logra prevenir dicha enfermedad, se evitará que siga 

progresando y se mejorará la calidad de vida del paciente. 

 

1.3 Vía canónica y no canónica del TGF-β 

 

Conocer el mecanismo de acción del TGF-β, es decir, la vía de señalización por la que 

ejerce sus efectos profibrogénicos, es esencial para buscar puntos de regulación de la vía e 

impedir el desarrollo de la fibrosis y posteriormente la cirrosis.  

 

El TGF-β es una proteína de 25 kDa, dimérica, que se une a su receptor con actividad de 

cinasa de serina (Ser)/treonina (Thr). El receptor a este está formado por dos subunidades, 

el receptor tipo I (TβRI) y el receptor tipo II (TβRII). Primero, el TGF-β se une al TβRII 

con gran afinidad y después al TβRI; posteriormente, el dominio de cinasa del TβRII, que 

está constitutivamente activo, fosforila al dominio cinasa Ser/Thr del TβRI, activándolo 

para fosforilar a unos factores de transcripción citoplasmáticos llamados Smads activadas 

por receptor (R-Smads) (11, 12). 

 

Las Smads están divididas en tres clases de acuerdo a sus funciones: R-Smads, que son 

activadas por receptores de la familia del TGF-β; la Co-Smad4, que se une a las R-Smads 

para que se puedan traslocar al núcleo y las I-Smads que antagonizan las funciones de las 

R-Smads, inhibiendo la vía por ubiquitinización del TβRI 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 TβRI ha sido activado fosforila a las R-Smads en su C-terminal 

activándolas y liberándolas para unirse con la Co-Smad4 para transportarse al núcleo donde 

se pueden asociar con otras proteínas de unión al ADN y activar o inhibir factores de 

transcripción para ciertos genes anti (Smad7) o profibrogénicos (α-SMA, Col-I y CTGF) 

(11, 15). 

 

La vía canónica del TGF-β y R-Smads se lleva a cabo por la fosforilación en las Ser
465

 y 

Ser
467

 de la Smad2 en su C-terminal y de las Ser
423

 y Ser
425

 de la Smad3 también en su C-

terminal. Sin embargo, la región “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
220

, Ser
245

, Ser
250

, Ser
255

, mientras que, a Smad3 en la 

Thr
179

, Ser
204

, Ser
208

, Ser
213

 (Figura 3) (12, 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

         

Figura 3. Sitios de la fosforilación en la región “linker” y C-terminal de la Smad2 y Smad3 (17). 
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El TβRI 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-β inhibe el crecimiento y la proliferación de las CEHs 

por regulación a la baja de la expresión de c-Myc, vía pSmad2C y pSmad3C. Por otro lado, 

el TGF-β favorece la expresión de la Smad7 vía pSmad3C; esta Smad junto con el factor 

de ubiquitinación regulador de las proteínas Smad (Smurf) ubiquitiniza al receptor TβRI, 

mandándolo al proteosoma para su degradación. Así, se inhibe la vía canónica del TGF-β 

(12,16).       

 

En el daño hepático crónico, la señalización involucrada en la fibrogénesis está 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 rápidamente un 

heterocomplejo con Smad4 y se transloca al núcleo, donde estimula la proliferación de las 

CEHs por la sobre regulación de la transcripción de c-Myc. Después de la fosforilación 

(citoplasmática) en el C-terminal de la pSmad2L por el TβRI, la pSmad2L/C formada, se 

transloca al núcleo con Smad4 para estimular la expresión del inhibidor del activador del 

plasminógeno (PAI-1), que tiene efectos profibrogénicos (Figura 4) (12, 16).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Vía de señalización del TGF-β y JNK durante el daño hepático crónico (18). 

https://es.wikipedia.org/wiki/Ubiquitina
https://es.wikipedia.org/wiki/Smad
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A diferencia de la inducción de la Smad7 en las CEHs quiescentes vía pSmad3C, la 

pSmad3L no induce la expresión de la Smad7 en las CEHs transdiferenciadas a 

miofibroblastos (Figura 4). Así, bajo poca presencia de la Smad7, la señal profibrogénica 

de las fosfo-R-Smads puede promover constitutivamente la producción y deposición de 

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

 

El conocimiento de estas vías es necesario para entender los procesos fibróticos en el 

hígado y así poder escoger los blancos terapéuticos para inhibir dichas vías.  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 inducción de genes profibrogénicos en daños 

crónicos al hígado y por ello es importante estudiarlas y buscar herramientas 

farmacológicas para bloquearlas y así prevenir o revertir la fibrosis. 

 

1.4 Fibrosis experimental: el CCl4 

 

Para estudiar el desarrollo de la fibrosis, su fisiopatología y posibles tratamientos, se 

utilizan diferentes modelos de daño hepático, los cuales tratan de imitar el curso patológico 

que se desarrolla en los individuos (19).  

 

Un ejemplo de modelo de daño hepático es el del CCl4, que es una sustancia tóxica 

ampliamente utilizada para inducir fibrosis hepática, ya que produce una cirrosis hepática 

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

 

El CCl4 se activa en los hepatocitos por el CYP2E1, CYP2B1 o CYP2B2 y posiblemente 

CYP3A, dando lugar al radical libre triclorometilo (CCl3
•
). Este radical puede unirse a 

macromoléculas como ácidos nucleicos, proteínas o lípidos, afectando procesos celulares 

fundamentales, como el metabolismo de lípidos, la síntesis de proteínas o la cadena 

respiratoria. Por otro lado, la formación de aductos entre CCl3
•
 y el ADN puede iniciar los 

procesos que llevan al desarrollo del cáncer hepático (21, 22). 
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El CCl3
•
 también puede reaccionar con el oxígeno para formar el radical 

triclorometilperoxilo (CCl3OO
•
), una especie altamente reactiva. El CCl3OO

•
, al ser más 

inestable que el CCl3
•
, tiende a extraer con mayor rapidez un hidrógeno de los ácidos grasos 

poliinsaturados (PUFAS), iniciando una serie de reacciones que terminan en la completa 

desintegración de los PUFAS en aldehídos, carbonilos y alcanos. Este proceso es 

denominado PL y puede comprometer el funcionamiento de las membranas celulares como 

la mitocondrial y la endoplásmica, 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 daño a los hepatocitos, se activan las células de Kupffer y las CEHs 

derivando en los típicos procesos fibróticos donde se involucra la vía de señalización del 

TGF-β (21).  

 

La inducción de la cirrosis por el CCl4 en ratas parece reproducir muchas características 

observadas en humanos: el hígado altamente nodulado, la hipertensión portal y la 

arquitectura normal es remplazada por los nódulos de regeneración, el tejido fibrótico y la 

proliferación de los conductos biliares (24). 

 

Debido a lo anterior, el CCl4 es un buen modelo de daño hepático, que se puede utilizar 

para estudiar los mecanismos por los que se desarrolla la fibrosis, además para desarrollar 

terapias que lleven a la prevención y a la reversión de esta enfermedad hepática que se 

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

 

1.5 La NAR y la CUR como hepatoprotectores 

1.5.1 La NAR 

 

Los flavonoides tienen propiedades antioxidantes y son potentes inhibidores de la PL. Un 

flavonoide que ha tomado auge en los últimos años 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-ramnoglucósido). La NAR se encuentra ampliamente distribuida en 

cítricos, tomates, cerezas y cacao. La NAR tiene propiedades antioxidantes que se 

atribuyen a su relación estructura-actividad, ya que los sustituyentes hidroxilos del 

flavonoide pueden donar hidrógenos a las EROS, permitiéndoles adquirir una estructura 

estable. Además, este compuesto ha sido ampliamente investigado por sus actividades 

farmacológicas, incluyendo las propiedades antitumorales, las antiinflamatorias y las 

hepatoprotectoras (12, 25, 26).  

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Estructura de la naringenina (4', 5,7-trihidroxiflavonona, NAR). La NAR es un flavonoide de tipo 

flavanona, con dos isómeros: (R)-NAR y (S)-NAR que se encuentran en la naturaleza como mezcla racémica 

(12).  

 

 

Se conoce que uno de los primeros procesos del daño hepático es el estrés oxidativo, la 

NAR surge como una alternativa para prevenir o revertir la cirrosis, debido a que es un 

buen donador de hidrógenos y estabilizador de radicales libres, por sus grupos -OH y 

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

 

Algunos antecedentes demuestran que la NAR es capaz de prevenir el daño hepático 

inducido por metales pesados, dimetil nitrosamina, etanol e incluso CCl4 en modelos 

agudos o de prevención; sin embargo, no se había investigado en la cirrosis (Tabla I). En 

estos modelos la NAR funciona impidiendo la elevación de marcadores de daño hepático 

como las enzimas alanina aminotransferasa (ALT), la fosfatasa alcalina (FA) y la gamma-

glutamil transpeptidasa (γ-GTP). Por otro lado, la NAR previene la disminución de la 

concentración del antioxidante endógeno glutatión reducido (GSH) y mantiene los niveles 

de la actividad del sistema antioxidante endógeno formado por las enzimas superóxido 

dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la glutatión peroxidasa (GPx) (12). 
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 A nivel de su mecanismo de acción se sabe que la NAR modula los niveles de TGF-β, 

Smad3, Col-I, TNF-α, factor nuclear-κB (NF-κB), COX-2, iNOS, entre otras proteínas 

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

apoptosis de los hepatocitos, la transdiferenciación de las CEHs y la producción excesiva 

de la MEC (12).  

 

 

Tabla I. Efectos de la naringenina (NAR) en diferentes modelos de daño hepático. 

Modelo Dosis Daño Efecto Referencia 

Rata 
20 y 50 mg kg-1 

de peso 

Dimetilnitrosamina 

Hígado 

Previene la elevación de la bilirrubina, la 

disminución de la albúmina sérica y la activación 

de las células estelares. 

28 

Rata 
100 mg kg-1 de 

peso 
CCl4 agudo, hígado 

 

Inhibe las Cas 3, 8 y 9. 
29 

Rata 
50 mg kg-1 de 

peso 
Etanol, hígado 

Previene la elevación de ALT, GTP y la 

peroxidación lipídica, aumenta las actividades de 

SOD, CAT, GPx, GR, GST así como la cantidad 

de GSH, vitamina C y E. 

30 

Rata 
50 mg kg-1 de 

peso 
Cadmio, hígado 

Previene la elevación de  la ALT, la FA, la LDH, 

la GTP, la peroxidación lipídica, los dienos 

conjugados y los protein- carbonilos. Previene la 

disminución de SOD, CAT, GPx, GST, GR. 

31 

Rata 
20, 40 y 

80 mg kg-1 
Níquel 

Previene la elevación de los marcadores de daño 

hepático, la peroxidación y el estrés oxidativo 
32 

Rata 
50 mg kg-1 de 

peso 
Plomo 

Previene la elevación de marcadores de daño 

hepático, peroxidación y estrés oxidativo 
33 

Rata 
50 mg kg-1 de 

peso 
Etanol, hígado 

Previene la elevación de transaminasas, hierro, 

ferritina, TNF-α, IL-6, NF-κB, COX-2, e iNOS. 
34 

Ratón 
50 mg kg-1 de 

peso 

CCl4 agudo, 

Riñón 

Previene deposición de colágena y la expresión 

del TGF-β. 
35 

Células 

HSC-T6 
0 a 50 μM TGF-β, 10 ng//mL 

Reducción de la MEC, la Col-I, la fibronectina y el 

PAI-1. Disminución de la transcripción y la 

activación de Smad3. 

36 
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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 daño hepático crónico, ya sea previniendo o revirtiendo 

la fibrosis experimental. Un antecedente directo del papel de la NAR sobre el daño hepático 

crónico es el reportado por Hernández-Aquino en el 2013, donde se administró CCl4 a ratas 

Wistar macho por 8 semanas y al mismo tiempo NAR (50 mg/kg/día), encontrando que el 

flavonoide fue capaz de prevenir totalmente la fibrosis inducida por el hepatotóxico (Tabla 

II); sin embargo, no se evaluó el mecanismo de acción por el que el compuesto natural 

ejerce su efecto preventivo (27). 

 

Tabla II. Efecto de la naringenina en la prevención del daño hepático por la administración del CCl4. 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).  

 

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 acción en el daño crónico ni se ha evaluado su capacidad para revertir la fibrosis 

hepática previamente inducida. Cabe señalar que los pacientes acuden al médico con la 

enfermedad ya establecida, por lo que la capacidad de un compuesto para revertir la cirrosis 

adquiere gran importancia clínica. 

Parámetro  Control CCl4 CCl4+NAR NAR 

Fosfatasa alcalina en μmol L
-1

 min
-1

 128.6 ± 16.30 247.4 ± 20. 

13
a
 

130.8 ± 

10.51
b
 

154.5 ± 9.30 

γ-glutamiltranspeptidasa en μmol L
-1

 min
-1

 11.83 ± 1.18 19.72 ± 2. 17
a
 11.75 ± 1.31

b
 10.65 ± 0.55 

Alanina aminotransferasa en  μmol L
-1

 min
-1

 41.51 ± 2.04 121.8 ± 2. 20
a
 43.65 ± 3.50

b
 25.39 ± 7.19 

Peroxidación lipídica en nmol MDA mg
-1

 

proteína 

0.09 ± 0.005 0.20 ± 0.01
 a
 0.10 ± 0.006

 b
 0.12 ± 0.007 

 

Glutatión reducido en mmol glutatión g
-1

 de 

tejido 

1.40 ± 0.07 0.08 ± 0.03
 a
 2.13 ± 0.04 

b
 1.68 ± 0.09 

Glucógeno en g glu 100 g
-1

 de tejido 3.99 ± 0.27 1.07 ± 0.20
 a,b

 3.81 ± 0.43 
b
 5.18 ± 0.31

 b
 

Colágena en mg colágena g
-1

 liver 2.47 ± 0.10 7.99 ± 1.43
 a
 4.70 ± 0.73 

b
 2.18 ± 0.39 
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1.5.2 La CUR 

 

Otro producto natural ampliamente estudiado y con propiedades antioxidantes importantes 

es la curcumina (CUR). Este producto natural tiene propiedades antiinflamatorias, 

anticancerígenas, cardioprotectoras y antifibróticas, entre otras (37,38).   

 

Químicamente, la CUR está formada de dos unidades aromáticas, cada una con un grupo  

-O-metóxilo y sustituyentes fenólicos. Las unidades aromáticas sustituidas están conectadas 

por un polieno dentro del que se encuentra un estado de equilibrio ceto-enol o un diceto 

(Figura 6) (39).       

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Figura 6. Estructura química de la curcumina (CUR). La CUR está formada por dos unidades aromáticas, 

cada una con un grupo -O-metoxido y sustituyentes fenólicos. Las unidades aromáticas sustituidas están 

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 daño 

hepático y su mecanismo de acción cada vez está más claro (Tabla III); además de ser un 

potente antioxidante y de impedir el estrés oxidativo, previene el aumento de marcadores de 

daño hepático, restituye los niveles de GSH y las actividades de la SOD y la GPx. 

 

Por otro lado, la CUR es capaz de inhibir la vía de señalización del TGF-β, inhibiendo a α-

SMA y a Smad3, así como la expresión de los receptores del TGF-β. La CUR previene la 

elevación de los niveles de TNF-α, IF-γ e IL-6, IL-1β y NF-κB y por lo tanto, la 

(a) 

(b) 
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inflamación. Otro efecto de la CUR sobre el daño hepático es la prevención de la apoptosis 

de los hepatocitos por regular a la baja proteínas proapoptóticas como Bcl-2, Bcl-xL, Bax y 

caspasa (Cas) 3 (Tabla III).    

 

Tabla III. Efectos de la curcumina (CUR) en diferentes modelos de daño hepático. 

Modelo Dosis Daño Efecto Referencia 

Rata 
200 mg kg-1 

peso 

CCl4 agudo, 

hígado 

Previene la disminución del GSH y de la relación 

GSH/GSSG. Previene elevación de la IL-6, el TNF-α y 

la IL-1β a nivel del mRNA y la activación del NF-κB.   

40 

Rata 
20 mg kg-1 

de peso 
Etanol, hígado 

Reduce la inflamación por reducir los niveles de IF-γ, 

TNF-α, IL-6. Inhibe la activación de CEHs, aumenta los 

niveles de PPARγ y reduce los de PDGF, TGF-β y TRβI y 

II 

41 

      Ratas 
100 mg kg-1 

de peso 

LCBC y 

CCl4 

Prevención y reversión del incremento del TGF-β a nivel 

del mRNA y proteína 
42 

HSC-T6 1.25-10 mM TGF-β Suprime la expresión de α-SMA y la deposición de 

colágena. 
43 

Células 

AML12 y 

Ratones 

BALB/c  

300 mg kg-1 

de peso 

TAA crónico, 

hígado 

Inhibe activación de CEHs e inflamación. Regula 

positivamente P53 y Bax, pero regula negativamente Bcl-

2. 
 

44 

Ratas 

Sprague-

Dawley 

200 mg kg-1 
CCl4 crónico, 

hígado  

Previene la elevación de TGF-β, Smad2, Smad7, Smad3 

a nivel de proteína y del mRNA. Previene fosforilación de 

Smad2 y Smad3.  

45 

Ratas 

Sprague-

Dawley 

200 mg kg-1 

de peso 

CCl4 

subcrónico, 

hígado 

Previene la elevación de la ALT, AST, lípidos, 

triglicéridos, colesterol y LP. 
46 

Células HSC-T6 

y Ratones 

BALB/c 

50 mg kg-1de 

peso 

CCl4crónico, 

hígado 

Previene el aumento de DNMT1, α-SMA and Col1α1 a 

nivel de proteína y de mRNA. Modifica patrones de 

metilación 

47 

Células HSC-T6 

y ratas 

 

300 mg kg-1 

de peso 

TAA, crónico 

hígado 

Previene la activación de CEHs, previene la elevación de 

la expresión de α-SMA, Col-I y TNF-α. Mantiene normal 

el estrés oxidativo.  

48 
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A pesar del gran conocimiento de los efectos hepatoprotectores de la CUR en modelos 

agudos y de prevención, no se tienen datos del efecto de este compuesto en un modelo de 

reversión. El descubrimiento de fármacos antifibróticos 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 población que los necesite. 
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2 JUSTIFICACIÓN 

 
Las enfermedades hepáticas son una de las primeras causas de muerte entre la población 

mexicana debido al alto índice de alcoholismo, infecciones por virus de la hepatitis, 

obstrucciones colestásicas, dieta, obesidad y esteatohepatitis no alcohólica. Todo ello deriva 

en una alta cantidad de pacientes con fibrosis hepática para la cual aún no se tiene un 

tratamiento adecuado, siendo una de las mejores opciones el trasplante de hígado, el que no 

es viable por el escaso número de donadores y problemas de histocompatibilidad. Es por 

ello que se necesitan fármacos que prevengan o reviertan la fibrosis y conocer su 

mecanismo de acción. 

 

La fibrosis hepática está estrechamente relacionada con el estrés oxidativo y la generación 

de EROS, con un posterior desarrollo de la vía del TGF-β canónica y no canónica. Es 

sabido que los flavonoides como la NAR presentan características químicas que los hacen 

poderosos antioxidantes por su relación estructura-actividad y porque bloquean algunos 

puntos de las cascadas de señalización del TGF-β. 

 

Estudios recientes indican que la NAR previene el daño hepático crónico experimental, sin 

embargo, no se conoce su mecanismo de acción. Además, no se tienen reportes de su 

capacidad para revertir el daño hepático crónico previamente establecido. Es por ello que se 

plantea: a) investigar el mecanismo de acción de la NAR en un modelo de prevención de 

daño hepático crónico con CCl4 y b) evaluar la capacidad de la NAR y de la CUR para 

revertir la cirrosis hepática previamente establecida con CCl4 en ratas.  
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3 HIPÓTESIS  

 
La administración crónica del CCl4 induce fibrosis y cirrosis por la generación de las 

EROS, la PL y por la vía del TGF-β.  La NAR prevendrá la fibrosis en un modelo de daño 

crónico inducido con CCl4 mediante la inhibición tanto de la vía canónica como de la no 

canónica del TGF-β. Por otro lado, la NAR y la CUR revertirán la fibrosis inducida por 

CCl4, por el mismo mecanismo de acción. 

 

 

 

 

 
    Figura 7. Representación esquemática de la hipótesis. 
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4 OBJETIVOS 

4.1 Objetivo general 

 

Investigar el mecanismo de acción de la NAR en la prevención del daño hepático crónico 

experimental y la evaluación de la capacidad de la NAR y la CUR para revertir una cirrosis 

previamente establecida. 

 

4.2 Objetivos particulares 

 

a) Caracterizar el efecto antifibrótico de la NAR y la CUR por inhibición del TGF-β en la 

fibrosis hepática experimental.  

 

b) Elucidar el papel de la NAR y la CUR en la vía de señalización canónica del TGF-β-

Smads y en las vías alternas de fosforilación de las Smads por acción de JNK en el daño 

hepático crónico. 

 

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

fibrosis hepática experimental.  

 

d) Conocer si la NAR y/o la CUR tienen efectos sobre la inflamación en la fibrosis 

experimental ya establecida. 

 

e) Determinar si la NAR y/o la CUR revierten la transdiferenciación de las CEHs en el 

daño hepático crónico.  
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5 MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1 Material Biológico 

 

En este trabajo experimental se utilizaron ratas Wistar macho proporcionadas por la Unidad 

de Producción y Experimentación de Animales de Laboratorio (UPEAL) del 

CINVESTAV-IPN. El estudio cumplió con los requisitos de la institución y con lo 

establecido en la regulación oficial mexicana (NOM-062-ZOO-1999) con respecto a las 

especificaciones técnicas para producción, cuidado y manejo de animales de laboratorio. 

Las ratas se mantuvieron bajo condiciones controladas (22 ± 2 °C, humedad relativa del 50-

60% y 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, número de catálogo N5893-25G, ± 

Naringenin. La CUR fue comprada a SIGMA ALDRICH USA (C1386-50G). El CCl4 fue 

de J.T Baker, México, número de catálogo 1512 y el petrolato fue de la marca High Purity, 

México D.F. con número de catálogo A 1015.  

 

5.3 Diseño experimental 

5.3.1 Modelo de prevención  

 

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 prevención del daño hepático crónico.  

Modelo de daño hepático crónico con la administración CCl4 

Nombre n Tratamiento Dosis Duración 

Control 10 CMC 1 mL día
-1

, v.o. 8 semanas 

Daño 20 CCl4 400 mg kg
-1

, 3 veces/semana i.p. 8 semanas 

Experimental 20 CCl4 + NAR 400 mg kg
-1

, 3 veces/semana i.p + 100 mg kg
-1

/día v.o. 8 semanas 

NAR 10 NAR 100 mg kg
-1

/diaria v.o. 8 semanas 
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El modelo de prevención se basó en la administración concomitante del hepatotóxico CCl4 

y del hepatoprotector NAR por 8 semanas (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Esquema del modelo de prevención del daño hepático crónico inducido por el CCl4.  

 

Cabe señalar que durante las 8 semanas de tratamiento con CCl4 se realizaron diferentes 

disoluciones del tóxico, 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 CCl4 para que se logre el efecto de daño deseado.  

 

De cada dilución se tomaron 0.25 mL para ser administrados a cada rata de forma 

intraperitoneal (i.p.). El vehículo utilizado para administrar el CCl4 fue petrolato; éste no 

induce cambios en los marcadores de daño hepático (49, 50), por lo que no se formó un 

grupo al que se le administrara solamente petrolato. 

 

En el caso de la administración de la NAR, ésta se suspendió en carboximetil celulosa 

(CMC) al 0.7% como vehículo y se tomó 1 mL de la suspensión para administrarlo a cada 

rata, de manera intragástrica con una cánula. 

 
Tabla V. Diluciones del CCl4 a lo largo de las 8 semanas de tratamiento crónico. 

Semana Partes de CCl4 Partes de 

petrolato 

Proporción 

1ª 1 7 1:7 

2ª 1 6 1:6 

3ª 1 5 1:5 

4ª 1 4 1:4 

5ª 1 3 1:3 

6ª 1 3 1:3 

7ª 1 3 1:3 

8ª 1 3 1:3 

Prevención 
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Una vez que el periodo de tratamiento para cada grupo terminó y después de las 72 h, los 

animales fueron sacrificados bajo anestesia de ketamina (100 mg kg-1 de peso) y xilacina 

(8 mg kg-1 de peso). Se colectaron muestras de sangre por punción cardiaca, mientras que 

el hígado fue rápidamente removido; de cada uno se tomaron porciones adecuadas para 

cada determinación que fueron tratadas de acuerdo a cada técnica; mientras que el resto fue 

guardado a -72 °C.   

 

5.3.2 Modelo de reversión 

 

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 VI: 

 

Tabla VI: Grupos experimentales y dosis en el modelo de prevención del daño hepático crónico.  
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para la administración del CCl4 se utilizó el mismo esquema de diluciones que en el 

modelo de prevención (Tabla V). A partir de la semana 5 y hasta la 12 se administró el 

CCl4 en una dilución de 1:3. En cuanto a la NAR, se utilizó CMC al 0.7% CMC como 

vehículo y fue administrada dos veces al día vía oral (v.o.). Respecto a la CUR, se 

administró en CMC 0.7% v.o una vez al día. El modelo de reversión se basó en la 

administración del CCl4 por doce semanas continuas, pero al comienzo de la semana 9 se 

administró la NAR o la CUR junto con el CCl4 (Figura 9). 

 

72 h después de que terminaron los tratamientos, los animales fueron sacrificados bajo 

anestesia de ketamina (100 mg kg
-1

 de peso) y xilacina (8 mg kg
-1 

de peso). Se colectaron 

Modelo de daño hepático crónico con la administración de CCl4 
Nombre n Tratamiento Dosis Duración 

Control 10 CMC 1 mL día
-1

, v.o. 4 semanas 

Daño 20 CCl4 400  mg kg
-1 

, i.p., 3 veces/semana 12 semanas 

Experimental 

1  
20 CCl4 + NAR 

400  mg kg
-1

, i.p., 3 veces/semana 

+ 100  mg kg
-1

/2 día, v.o. 

12 y 4 

semanas 

Experimental 

2 
20 CCl4 + CUR 

400  mg kg
-1

, i.p., 3 veces/semana 

+ 100  mg kg
-1

/día, v.o. 

12 y 4 

semanas 

NAR 10 NAR 100  mg kg
-1

/2 día, v.o. 4 semanas 

CUR 10 CUR 100  mg kg
-1

/día, v.o. 4 semanas 
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muestras de sangre por punción cardiaca, mientras que el hígado rápidamente fue 

removido; de cada uno se tomaron porciones adecuadas para cada determinación que 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Esquema del modelo de prevención del daño hepático crónico inducido por el CCl4. 

 

 

5.3.3 Tratamiento de las muestras  

 

Una vez finalizados los periodos de experimentación, la sangre y los hígados 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 enzimáticas de la ALT, la FA y la γ-GTP. El resto del suero fue conservado a 

4°C.  

 

Los hígados fueron seccionados para obtener cortes histológicos que se depositaron en 

viales conteniendo paraformaldehído al 4% en PBS. Con estas muestras se realizó la 

tinción de hematoxilina y eosina (H y E) y la tinción tricrómica de Masson, así como 

inmunohistoquímicas para TGF-β, α-SMA, NF-κB, IL-1β (Figura 10). 

 

CUR 
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Del resto del órgano, 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 

enzimática de la GPx, además de 0.5 g para cuantificar el glucógeno y 0.1 g para 

cuantificar la colágena.      

 

Además, se necesitaron 0.25 g de hígado para los ensayos de zimografía para las MMP2 y 

MMP9, así como 50 mg para los western blot (WB) que se realizaron para TGF-β, α-SMA, 

Col-I, CTGF, MMP13, Smad7, JNK, pJNK, pSmad3L, Smad3, NF-κB, IL-1β, IL-10 y 50 

mg para qRT-PCR y RT-PCR punto final para α-SMA y Smad3 (Figura 10). 

 

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

    

 

Figura 10. Marcadores bioquímicos del daño hepático y otras técnicas realizadas. 
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5.4 Determinación de los marcadores de daño hepático 
5.4.1 Alanina aminotransferasa  

 
Para determinar la actividad enzimática de la ALT, por duplicado, se depositaron los 

reactivos indicados a continuación en tubos de ensayo de 15 x 75 mm; más un blanco de 

reactivos (51): 

 

Curva de calibración de la alanina aminotransferasa. 

 

Se prepararon los siguientes reactivos: 

 

Solución amortiguadora de fosfatos 0.1 M, pH 7.4: Se mezclaron 840 mL de solución 

0.1 M de fosfato disódico con 160 mL de la solución 0.1 M de fosfato monopotásico. 

 

Solución de sustrato: Se disolvieron 1.78 g de D/L alanina y 30 mg de ácido 

alfaoxoglutárico en solución amortiguadora; se añadieron 0.5 mL de hidróxido de sodio 1 

N y se completó a 100 mL con solución amortiguadora. Se conservó a 4 ºC. 

 

Reactivo cromógeno: Se disolvieron 200 mg de 2,4 dinitrofenilhidrazina en ácido 

clorhídrico 1N caliente y se completó hasta un litro con HCl 1N.  

 

  BLANCO (mL) PROBLEMA (mL) 

    

1.- Solución de sustrato 0.25 0.25 

2.- Plasma problema ------ 0.05 

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

maría 

4.- Reactivo cromógeno 0.25 0.25 

5.- Plasma problema 0.05 ------ 

6.- Se incubaron a 37 º C durante 15 min 

7.- Se adicionaron NaOH 0.4 N. 2.50 2.50 

8.- Se lee la absorbancia a 515 nm. 
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Solución estándar de piruvato: (1 mol mL
-1

) se disolvieron 11 mg de piruvato sódico en 

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

se utiliza. 

 

La curva de calibración se realizó como se indica en la Tabla VII: 

 

Tabla VII. Curva de calibración de la alanina aminotransferasa. 

Reactivos No. de tubo 

1 2 3 4 5 6 7 

Solución sustrato (L) 250 225 200 175 150 125 100 

Solución estándar de piruvato (L) ---- 25 50 75 100 125 150 

Solución amortiguadora de fosfatos (L) 50 50 50 50 50 50 50 

Reactivo cromógeno (L) 250 250 250 250 250 250 250 

NaOH 0.4 N (mL) 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 

Piruvato (moles) ---- 0.025 0.05 0.075 0.1 0.125 0.150 

 

Se leyó 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 adicionó a cada tubo de reacción, 0.25 mL de solución amortiguadora de glicina 0.1 

M y de MgCl2 1mM, pH 10.5 y 0.25 mL del sustrato p-nitrofenilfosfato. 

2.- Se colocaron los tubos en baño maría a 37 º C por 5 min. 

3.- Se añadieron 50 L de la muestra y se mezclaron suavemente. 

4.- Se incubaron 30 min a 37 º C. 

5.- Se paró la reacción con 5 mL de NaOH 0.02 N y se agitó por inversión. 

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

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

muestra. 

 

Curva estándar para la fosfatasa alcalina 

 

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

 

1. p-nitrofenol solución estándar 10 moles mL
-1

. 

2. 0.5 mL de la solución estándar de p-nitrofenol se llevó a 100 mL con NaOH 0.02 N. 

3. NaOH 0.02 N. 

 

Nota: El blanco de reactivos se realizó con 5.5 mL de la solución 3 y se leyeron las 

absorbancias a 410 nm. 

 

Se siguió la Tabla VIII para realizar la curva de calibración. 

 

Tabla VIII. Curva estándar de la fosfatasa alcalina. 

CURVA ESTÁNDAR PARA LA FOSFATASA ALCALINA 

TUBO Solución 2 (mL) Solución 3 (mL) Sustrato hidrolizado (moles) 

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 más un blanco de reactivos 

(53). 

 

1.- En cada tubo se adicionaron:  

400 mL de Tris-HCl 200 mM, pH 8.2 

100 mL de MgCl2 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 incubación durante10 min a 37
o
C, se inició la reacción con 200 mL de suero. 

3.- Se incubó a 37 
o
C por 30 min y se detuvo la reacción con 2 mL de ácido acético 1.5M. 

4.- Se leyó la absorbancia a 410 nm y se cuantificó la p-nitroanilina producida mediante la 

curva estándar. 

 

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

 

Curva estándar de la gamma-glutamil transpeptidasa 

 

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

curva de calibración se realizó como se indica en la Tabla IX. Se leyó la absorbancia a 410 

nm. 

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

TUBO No. SOLUCIÓN 1 (L) H2O (L) nmoles mL
-1

 moles mL
-1

 

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 Peroxidación lipídica 

 

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

 

1. Se pesaron 0.5 g de hígado. 

2. Se homogeneizó el hígado en 5 mL de agua. 

3. Se tomaron 300 µL del homogeneizado de hígado y se agregaron 700 µL de Tris-HCl 

150 mM pH 7.4 para completar 1 mL. 
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4. Se agregaron 2 mL de TBA al 0.375 % disuelto en TCA al 15 %.  

5. Se calentó a ebullición por 45 min.  

6. Se centrifugó a 3000 rpm por 10 min y se leyó el sobrenadante a 532 nm. 

7. Se determinaron las proteínas del homogeneizado hepático. 

 

5.4.4.1 Determinación de las proteínas por el método de Bradford  

 

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

1. Se tomaron 100 mL del homogeneizado preparado para determinar PL y se llevaron a 

1,000 µL con agua tridestilada. 

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

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

4. Se añadieron 2.4 mL del reactivo de Bradford. 

5. Se leyó la absorbancia a 595 nm. 

 

Curva de calibración para las proteínas 

 

Se preparó una curva de calibración utilizando albúmina bovina sérica (1mg mL
-1

), con las 

siguientes concentraciones: 0, 5, 10, 15, 20, 30, 35, 40, 50, 60, 80, 100 μg mL
-1

. Se leyeron 

las absorbancias a 595 nm. 

 

5.4.5 Glutatión reducido en hígado y sangre 

 

Para realizar la técnica de cuantificación de GSH se realizó el siguiente procedimiento (56): 

 

1. Se homogeneizaron 0.3 g de hígado o 0.3 mL de sangre en 1.2 mL de solución 

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 

solución 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 espectrofotómetro marca SHIMADZU, con 

número de serie de UV-1201. 

 

Curva estándar del glutatión reducido   

 

1. Se preparó la solución patrón de GSH 1 (nmol μL
-1

). Se pesaron 30.733 mg de GSH y se 

llevaron a 100 mL con solución de fosfatos.  

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

SHIMADZU, con número de serie de UV-1201.  

 

Tabla X. Curva de calibración del glutatión reducido en hígado y sangre.  

Tubo GSH (μL) Nmol Na2HPO4 (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 Glutatión peroxidasa 

 

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

 

1.- Se homogeneizó 1g de hígado en 10 volúmenes de solución amortiguadora de fosfatos 

50 mM, pH 7.4 durante 30 s. 

2.-Se filtró el homogeneizado haciéndolo pasar por una gasa y se centrifugó a 3000 rpm 

durante 5 min a 4 
o
C. Se obtuvo un sobrenadante de donde se tomó una muestra para medir 

proteínas.    
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Reacción enzimática:  

 

1.- En un tubo se adicionaron 2 mL de solución amortiguadora de fosfatos 75 mM y 50 μL 

de glutatión 60 mM, 0.1 mL de NADPH 3 mM, 200 μL de sobrenadante y 0.45 mL de 

agua. 

2.- La reacción se inició al agregar 0.1 mL de hidroperóxido de cumeno 45 mM. 

3.- La conversión de NADPH a NADP
+
 se monitoreó continuamente a 340 nm por 4 min. 

La actividad de la GPx se expresó como nmol de NADPH oxidado a NADP
+
 min

-1
 mg

-1
 de 

proteínas, utilizando un coeficiente de extinción de 6.22x10
6
 M

-1
cm

-1
. 

 

5.4.7 Glucógeno 

 

La determinación del glucógeno hepático se realizó con la técnica de la antrona (58): 

  

1. Se pesaron 0.5 g de hígado en tubos de tapón esmerilado y se les adicionó 1.5 mL de 

KOH al 30%, se taparon y se hirvieron en baño María, 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 solución anterior y se llevaron a 1 mL en tubos de 

13x100 esmerilados, por duplicado. Se preparó un blanco con 1 mL de H2O y 2 estándares 

con 20 µL de una dilución de glucosa estándar (1 mg mL
-1

) y se llevaron a 1 mL con agua. 

4. Se preparó una solución de antrona 0.2% en H2SO4 concentrado. Se añadieron 2 mL de 

antrona a cada tubo, agitando suavemente y enfriando los tubos en hielo. 

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

6. Se enfriaron de inmediato sobre agua con hielo. 

 

Cada muestra se leyó a una absorbancia de 620 nm en un espectrofotómetro marca 

SHIMADZU, con número de serie de UV-1201. 
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5.4.8 Colágena 

 

Para cuantificar la colágena se determinó la hidroxiprolina (HP) con la siguiente técnica 

(59): 

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

una ampolleta. 

2. Se agregaron 2 mL de HCl 6N y 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 solución amortiguadora de acetato 

de sodio-ácido cítrico, pH 6.0; se agitaron vigorosamente y se vaciaron en tubos de ensayo, 

las ampolletas se lavaron con 1 mL de la misma solución amortiguadora. 

5. Se centrifugó a 3000 rpm durante 15 min. 

6. En un tubo conteniendo una pequeña porción de anorita (carbón activado) se depositó el 

sobrenadante y se agitó durante un min. Se centrifugó a 3000 rpm por 15 min; si el 

sobrenadante no quedaba claro se repetía este paso. 

7. Se tomaron 1 mL del sobrenadante más 1 mL de H2O y 1 mL de cloramina T. Se dejó 

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 agitó inmediatamente para detener la 

reacción. 

9. A cada tubo se agregaron 6 mL de tolueno y se agitaron durante 1 min. La fase acuosa se 

utilizó para la cuantificación de HP.  

10. Se extrajo la capa de tolueno y se desechó.  La porción acuosa se tapó y se colocó en un 

baño de agua hirviendo durante 20 min. 

11. Los tubos se enfriaron 15 min en refrigerador y fríos se les adicionó 6 mL de tolueno y 

se agitaron durante 1 min. 

12. De la fase de tolueno se tomaron alícuotas de 1 mL por duplicado y se les agregó 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 reacción. Se leyeron a 

560 nm. 

 

Curva estándar de la hidroxiprolina 

 

Se pesaron 10 mg (76.26 μmol) de HP y se llevaron a un volumen de 76.26 mL, lo que dio 

una disolución con una concentración 1 μmol mL
-1

=1nmol μL
-1

. Posteriormente, se siguió 

con lo indicado en la Tabla XI. 

 

Tabla XI. Curva estándar de la hidroxiprolina. 

Tubo HP μL H2O 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 tapón se adicionaron los reactivos de la Tabla XI. Se agregó 1 mL 

de cloramina T. Se dejó reposar 20 min a temperatura ambiente. 

2. Pasados los 20 min, se detuvo la reacción por la adición de 500 μL de tiosulfato de sodio 

2 M; con 1 mL de NaOH 1N y con aproximadamente 2g de NaCl. Se agitó 

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 desechó. El contenido acuoso se cubrió con su 

respectivo tapón y se colocó en un baño de agua hirviendo durante 20 min. 

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

1min.  
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6. Se tomón por duplicado una alícuota de 1 mL de la fase de tolueno y se mezcló con 4 mL 

del reactivo de Ehrlich y se agitó vigorosamente. 

7. Se incubaron los tubos 30 min a temperatura ambiente para desarrollar color. Se leyó la 

absorbancia a 560 nm.  

 

5.5 Histologías 
5.5.1 Tinción de hematoxilina y eosina  

 

En esta técnica de tinción de tejidos se aprecian los núcleos de las células de color violeta-

azul y el citoplasma se tiñe de color rosa. El procedimiento fue el siguiente (60):  

  

1. Cortes gruesos de hígado se depositaron en un vial conteniendo una solución fijadora de 

paraformaldehído al 4% en PBS, el tiempo mínimo de fijación 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 aplicó hematoxilina de Harris durante 15 min y se enjuagaron con agua corriente por 

dos min.  

6. Se diferenciaron en alcohol ácido con tres a diez inmersiones y se verificó la 

diferenciación con microscopio de luz. Los núcleos 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 

más se lavaron en agua corriente de 10 a 20 min.  

8. Posteriormente, se tiñeron con eosina de 15 s 20 min, dependiendo de la caducidad de la 

eosina y del grado de contraste deseado (contrateñido); se lavaron con alcohol al 95% y 

luego con alcohol absoluto y con xileno; finalmente, se montaron con el polímero 

Permount o bálsamo.  
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5.5.2 Tinción tricrómica de Masson 

 

Con esta técnica se busca teñir a las bandas de colágena de color azul, el núcleo celular de 

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

 

1. Cortes gruesos de hígado se depositaron en un vial conteniendo una solución fijadora de 

paraformaldehído al 4% en PBS, el tiempo mínimo de fijación 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 

o
C.  

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

desapareció. 

6. Se enjuagaron con agua destilada para luego sumergirlas en solución 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 solución de fucsina ácido-escarlata de Biebrich por 15 min. 

9. Se enjuagaron con agua destilada para colocarlas en la solución de ácido fosfomolíbdico/ 

ácido fosfotungtínico por 10-15 min.  

10. Se colocaron en la solución de anilina azul por 5-10 min o con la solución verde claro 

por 1 min, se recuperó la solución 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 polímero Permount o bálsamo.      
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5.5.3 Inmunohistoquímica 

 

Se realizaron inmunohistoquímicas para las proteínas TGF-β, α-SMA, NF-κB e IL-1β de 

acuerdo a la técnica siguiente: 

1. Se desparafinaron los cortes de hígado fijados en los porta objetos, toda la noche a 60 
o
C. 

2. Se retiró el exceso de parafina con navaja, sin tocar el tejido. 

3. Se hidrató el tejido con el siguiente tren:  

 

a) Xilol (100 %) I -5 min               b) Xilol (100 %) II -5 min 

c) Xilol (100 %) III -5 min             d) Etanol (99.5 %) I -30 s 

e) Etanol (99.5 %) II -30 s             f) Etanol (99 %) I -30 s  

g) Etanol (99 %) II -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 realizó la recuperación de antigénica (15 lb, 121°C, 15 min), utilizando solución 

amortiguadora de citratos pH 6.0 a 120 
o
C por 15 min.  

7. Se sacaron las muestras de la autoclave y se enfriaron en baño maría. 

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

9. Se bloqueó la peroxidasa endógena con metanol peroxidasa por 1h (46 mL de metanol + 

4 mL de H2O2 30%).  

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

11. Se bloquearon las uniones inespecíficas del anticuerpo con 50 mL de suero fetal bovino 

(SFB) al 10% disuelto en leche descremada al 5% (la leche se disolvió en PBS 1X). Se 

incubó 2 h a temperatura ambiente. 

12. Se lavó 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 cámara húmeda a 4 
o
C. 

16. Se lavó con PBS 1X, 5 min, 5 veces. 
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17. Se adicionó DAB + H2O2 30%, dilución 1:10 y se esperó el tempo necesario para cada 

anticuerpo (Tabla XII).  

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

19. Se contracoloreó con hematoxilina por 10 min. 

20. Se enjuagó 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 %) I -10 s  

g) Xilol (100 %) II -10 s            h) Xilol (100 %) III -10 s 

 

22. Las laminillas se montaron en resina. 

 
Tabla XII: Anticuerpos y diluciones utilizadas en la inmunohistoquímica 

Proteína Marca Número de catálogo Dilución Tiempo de exposición al DAB   

α-SMA Sigma Aldrich A5691 1:25 45 min 

TGF-β Millipore MAB1032 1:25 30 min 

IL-1β Millipore AB1832P 1:25 60 min 

NF-κB Millipore MAB3026 1:50 1h-30 min 

Secundario 

 α- mouse 

Invitrogen 62-6520 1:200 ------------- 

 
  

5.6 Zimografía 

 

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

zimografía realizando la siguiente técnica:  

 

1. Se pesaron 0.25 g de hígado 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 centrifugó a 13000 rpm por 10 min y el supernadante fue colectado y guardado.  

4. Se cuantificaron las proteínas por el método del ácido bicinconínico. 

5. Volúmenes equivalentes a 50 µg fueron mezclados con solución amortiguadora de 

muestra (SDS 2.5%, sucrosa 1% y rojo de fenol, 4 mg mL
-1

)   

6. Las muestras preparadas se cargaron en un gel de acrilamida al 8%, copolimerizado con 

1 mg mL
-1

 de gelatina. 

7. Se corrió 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 solución amortiguadora de activación (Tris–HCl 50 mM pH 

7.4 y CaCl2 5 mM) a 37 
o
C por 48 h. 

10. Se tiñeron los geles con azul de Coomassie G-250 al 0.25% en ácido acético al 10% y 

metanol al 30%. 

11. Se destiñeron los geles hasta tener una coloración adecuada para ver la actividad 

proteolítica de las MMPs. 

12. Se realizó el análisis densitométrico.  

 

5.7 Western blot 

 

Para conocer los niveles proteicos del TGF-β, α-SMA, Col-I, CTGF, MMP13, Smad7, JNJ, 

pJNK, pSmad3L, Smad3, NF-κB, IL-1β, IL-10 se realizaron pruebas de WB, en base al 

siguiente procedimiento: 

 

1. Se pesaron 50 mg de hígado y se homogeneizó con 500 μL de solución amortiguadora de 

lisis (Tris-HCl 1 M pH 8.0, NaCl 5 M, NP40, Triton, EDTA 0.5 M pH 8.0, PMSF 0.1 M, 

Na3VO4 0.1 M, NaF 0.1 M) que tenía inhibidor de proteasas (protease inhibitor cocktail 

Prod #P8340 Sigma) y de fosfatasas (phosphatase inhibitor cocktail Prod #P0044 Sigma) 

en una relación 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 centrifugó a 1200 rpm por 2 min y el sobrenadante se guardó a 20 °C. 
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4. Se cuantificaron las proteínas del sobrenadante por el método del ácido bicinconínico 

con el kit Pierce BCA Protein Assay Prod # 23223 Thermo Scientific. 

5. Volúmenes equivalentes a 50 y 250 µg de proteína fueron cargados en geles de 

acrilamida de 15, 12 y 10%. 

6. Se corrió una electroforesis a 100 V por 2:30 h.   

7. Se transfirieron las proteínas a una membrana de PVDF por transferencia húmeda y fue 

corrida a 0.25 A por 1:40 h.  

8. La membrana con las proteínas transferidas fue bloqueada con leche descremada al 

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

9. Las membranas fueron incubadas con el respectivo anticuerpo primario por toda la noche 

a 4 ºC (Tabla XIII). 

 

Tabla XIII: Anticuerpos utilizados para el western blot. 

Proteína Compañía Número de catálogo Dilución 

TGF-β Millipore MAB1032 1:500 

α-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-κB (p65) Millipore MAB3026 1:500 

IL-1β 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 

pJNK 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 α-mouse, 62-6520 

Invitrogen o al peroxidase-labeled antibody α-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 realizó un análisis densitométrico con el programa ImageJ. Se utilizó β-actina 

como control de carga.  

 

Tabla XIV: Tiempo y número de lavados, así como tiempo de revelado cada proteína estudiada por western 

blot. 

Proteína Número de lavados Tiempo de cada lavado Tiempo de revelado 

TGF-β 3 5 min, 10 min y 15 min 5 s-1 min 

α-SMA 3 5 min, 10 min y 15 min 5 s-1 min 

CTGF 3 5 min, 10 min y 15 min 1 min 

Col-I 3 5 min, 5 min y 5 min 5-10 min 

MMP13 3 5 min, 10 min y 15 min 1 min 

NF-κB (p65) 3 5 min, 10 min y 15 min 5 s-1 min 

IL-1β 3 5 min, 10 min y 15 min 5 s-1 min 

IL-10 3 5 min, 10 min y 15 min 5 s-1 min 

Smad3 3 5 min, 5 min y 5 min 1-10 min 

pSmad3L 3 5 min, 5 min y 5 min 1-10 min 

Smad7 3 5 min, 5 min y 5 min 1-5 min 

JNK 3 5 min, 10 min y 15 min 30 s-1 min 

pJNK 3 5 min, 5 min y 5 min 1-10 min 
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5.8 Reacción en cadena de la polimerasa 
5.8.1 Extracción del RNA 

 

1. Se pesaron 50 mg de hígado y se les agregó 1 mL de Trizol y se homogeneizó el hígado. 

2. Se incubó el homogeneizado 5 min a temperatura ambiente. 

3. Se centrifugó a 12,000 g por 10 min a 4°C y se transfirió la fase acuosa a viales limpios. 

4. Se agregaron 200 μL de cloroformo grado biología molecular y se agitó por 15 s.  

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

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

7.  De las tres fases formadas, acuosa, interfase y fenólica; se tomó la fase acuosa. 

8. Se agregaron 500 μL de isopropanol frío grado biología molecular y se incubaron las 

muestras 10 min a temperatura ambiente. 

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

10. Se decantó el sobrenadante y se conservó la pastilla. 

11. Se adicionó 1 mL de etanol al 80%, se agitó y se incubó 10 min a temperatura 

ambiente. 

12. Se centrifugó a 7,500 g por 9 min a 4 °C. 

13. Se repitió el paso anterior. 

14. Se decantó 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 resuspendió la pastilla con pipeta, en 60-200 μL de agua libre de nucleasas.  

17. El RNA obtenido se guardó a -20 °C. 

18. Se cuantificó el RNA. 

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

la muestra.  
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5.8.2 Tratamiento con ADNsa 

 

1. Se trataron 5 μg de RNA con enzima ADNsa (New England Biolabs REF M0303S) en 

una relación de 0.2 U de enzima por cada 1 µg de RNA; en un volumen de reacción final de 

100 μL que contenía solución amortiguadora 10X, agua libre de RNAsas, 5 μg de RNA 

total y 1μL de ADNsa.     

2. Se mezcló por pipeteo y se agitó. 

3. Se incubó a 37 °C por 15 min en baño María.  

4. Se incubó a 75 °C por 15 min en baño María.  

5. A cada muestra se le dio una agitación rápida y se guardaron a -20 °C para su posterior 

uso en la RT-PCR. 

 

5.8.3 RT-PCR 

 

1. Se tomaron 10 μL de cada muestra tratada con ADNsa y se mezclaron con 2 μL de Oligo 

dT (Invitrogen by Life technologies REF 18418012) en una relación de 1μL de Oligo dT 

por cada 5 μg de RNA.  

2. Se incubaron las muestras 10 min en baño María a 73 °C. 

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

4. Se preparó la solución amortiguadora de reacción: 4 μL de First strand buffer 5X, 2 μL 

de DTT 0.1 M y 1 μL de dNTPs (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific REF 28025-013) 

de acuerdo al número de muestras requeridas y se agregaron 7 μL a cada muestra. 

5. Se incubaron las muestras en baño María por 2 min a 42 °C. 

6. A cada muestra se le agregó 1μL de enzima transcriptasa reversa MMLV (Invitrogen by 

Thermo Fisher Scientific REF 28025-013). 

7. Se incubó por 50 min en baño María a 42 °C.  

8. Se incubaron las muestras en baño María por 15 min a 73 °C. 

9. Se rotularon los tubos adecuadamente, indicando que contenían cADN y se guardaron a  

-20 °C. 
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5.8.4 RT-PCR punto final 

 

1. Se preparó el “master mix” necesario para el número de muestras a trabajar: 1.25 μL de 

solución amortiguadora 10X, 8.9 μL H2O libre de RNAsas, 0.25 μL dNTPs (Invitrogen 

REF 10297018), 0.5 μL Fwd primer 10 µM, 0.5 μL Rev primer 10 µM y 0.1 µL de Taq 

polimerasa (Invitrogen REF 11615010). 

2. Se mezclaron 11.5 µL del master mix con 1 µL 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.  

Genes Secuencia de los primers 
Número 

de ciclos 

Temperatura de 

alineamiento 

(°C) 

Tamaño del 

producto (pb) 

α-SMA 
F 5′ GAATGAACGCTTCCGCTGCC 3′  

R 5′ TCCTGTCAGCAATGCCTGGG 3′ 
30 61 185  

Smad3 
F 5′ TGATCCCTCCAATTCAGAGC 3′ 

R 5′AAAGACCTCCCCTCCAATGT 3′ 
40 59 130 

β-actina 
F 5´ TGGCACCACACCTTCTACA-3´ 

    R 5´-TCACGCACGATTTCCC-3´ 

25 53 377 

   

3.-Cada muestra fue cargada en un gel de agarosa al 1% al que se le agregaron 5 μL de 

bromuro de etidio. El gel se corrió de 70-90 V. 

4.- Se desmontó el gel, se colocó en un fotodocumentador para observar el producto de 

reacción. 

 

5.8.5 qRT-PCR 

 

1.- Se preparó una mezcla de reacción de acuerdo al número de muestras a trabajar. Para α-

SMA y Smad3: SYBER FAST 2X 2.5 µL (Kapa sybr fast universal qPCR KIT REF 

KK4601), H2O libre de RNAsas 1.8µL, Fwd primer 200 nM 0.1 µL y Rev primer 200 nM 

0.1 µL. Para β-actina: SYBER FAST 2X 2.5 µL, H2O libre de RNAsas 1.9 µL, Fwd primer 

200 nM 0.05 µL, Rev primer 200 nM 0.05 µL. 
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2.-Se tomaron 4.5 µL de la mezcla de reacción y se depositarlos en viales de 0.2 mL, uno 

por cada muestra. Se agregaron 0.5 µL de cADN a cada vial y se agitaron. 

3.- En placas adecuadas (Ilumina EC-200-1002 y EC-200-1003) se depositaron 4 µL de la 

mezcla anterior, se colocó la aplaca en el termociclador y se programó el equipo de acuerdo 

a la Tabla XVI. 

    

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

Genes Secuencia de los primers 
Número 

de ciclos 

Temperatura de 

alineamiento (°C) 

Tiempo de 

alineamiento (s) 

α-SMA 
F 5′ GAATGAACGCTTCCGCTGCC 3′  

R 5′ TCCTGTCAGCAATGCCTGGG 3′ 
40 60 10 

Smad3 
F 5′ TGATCCCTCCAATTCAGAGC 3′ 

R 5′AAAGACCTCCCCTCCAATGT 3′ 
40 60 10 

β-actina 
F 5´ TGGCACCACACCTTCTACA-3´ 

  R 5´-TCACGCACGATTTCCC-3´ 

40 50 10 

 

 

4.-Los datos obtenidos fueron analizados por el método del 2
-Δ ΔC

T como se describe en: 

Analysis of relative gene expression data using real-time quantitative PCR and the  2
-Δ ΔC

T 

method, Livak K.J. y Schmittgen T.D. (61).   

 

5.9 Análisis estadístico 

 
Los datos obtenidos en las determinaciones de FA, γ-GTP, ALT, GPx, GSH, LP, colágena 

y glucógeno fueron expresados como el promedio de ocho experimentos independientes ± 

el error estándar (SE). En   le caso de los ensayos de zimografía, inmunohistoquímica, WB 

y qRT-PCR, los datos fueron expresados como el promedio de tres experimentos 

independientes ± el SE. En todas las pruebas se llevó a cabo un análisis de una varianza 

seguida por la prueba de Tukey, utilizando el software Graph Pad Prism. Las diferencias 

fueron consideradas estadísticamente significativas cuando p fue <0.05 

 
 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Livak%20KJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11846609
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schmittgen%20TD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11846609
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6 RESULTADOS 

 
6.1 Estudio del mecanismo de acción de la NAR en la prevención del daño 

hepático crónico inducido por el CCl4. 

 
Durante el modelo de prevención de daño hepático crónico, las ratas Wistar macho fueron 

administradas por 8 semanas con CCl4 y NAR al mismo tiempo, para conocer el 

mecanismo de acción de la NAR en la prevención de la cirrosis experimental. A 

continuación, se muestran los resultados obtenidos. 

 
6.1.1 La administración de la NAR previno la inflamación durante el daño hepático 

crónico experimental. 

 

El NF-κB es una proteína muy importante durante el desarrollo de la inflamación, ya que 

regula la expresión de interleucinas como la IL-1β proinflamatoria y la IL-10 

antiinflamatoria.  

 

Por medio de análisis de WB se investigaron los niveles de NF-κB (p65), IL-1β e IL-10 en 

el modelo de prevención de daño hepático, encontrando que los niveles basales de estas 

proteínas fueron incrementados por la administración de CCl4: el p65 aumentó casi 3 veces 

respecto al grupo control, mientras la IL-1β y la IL-10 aumentaron 3.8 y 1.8 veces, 

respectivamente. La administración de la NAR previno la inflamación en ratas tratadas por 

8 semanas con CCl4, ya que pudo mantener los niveles normales de p65, IL-1β y IL-10 

(Figura 11). Por otro lado, el tratamiento con la NAR sola no modificó los parámetros de la 

inflamación medidos en este estudio. 
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Figura 11. La naringenina (NAR) previno la inflamación en las ratas tratadas con el CCl4. Niveles de proteína de (A) NF-κB (p65), (B) 

IL-1β y (C) IL-10 en muestras de tejido hepático, mediante la técnica de western blot, de las ratas control, las ratas tratadas con 

tetracloruro de carbono (CCl4), las ratas tratadas con CCl4 más NAR (CCl4 + NAR) y las ratas administradas con NAR sola (NAR). Se 

usó β-actina como control. Los valores se expresan como aumento de veces del IOD relativo normalizado a los valores del grupo control 

(control = 1). Cada barra representa el valor promedio de tres ratas ± error estándar.  a signinfica P<0.05 respecto al grupo control y b 

significa P<0.05 respecto al grupo de CCl4. 

 

6.1.2 La NAR preservó la actividad normal de MMP9 y MMP2 en la cirrosis hepática. 

 

Las MMPs son enzimas responsables de degradar la MEC, entre las más importantes están 

la MMP9 y la MMP2. 

 

Como se observa en la Figura 12, en condiciones normales, la MMP9 y la MMP2 

presentaron una actividad basal, sin embargo, debido a la administración de CCl4, ésta 

aumentó 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 CCl4. 
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Figura 12. La naringenina (NAR) previno la elevación en la actividad de las metaloproteasas (MMPs) 9 y 2 en las ratas tratadas con el 

CCl4. La actividad de (A) la MMP9 y (B) la MMP2 fue analizada por zimografía usando (C) geles con gelatina como sustrato. Fueron 

analizadas muestras de hígado de las ratas control, las ratas tratadas con tetracloruro de carbono (CCl4), las ratas tratadas con CCl4 más 

NAR (CCl4 + NAR) y las ratas administradas con NAR sola (NAR). Los valores se expresan como aumento de veces del IOD relativo 

normalizado a los valores del grupo control (control = 1). Cada barra representa el valor promedio de tres ratas ± error estándar (SE). a 

significa P<0.05 respecto al grupo control y b significa P<0.05 respecto al grupo de CCl4. 

 

 

6.1.3 La NAR bloqueó la transdiferenciación de las CEHs y la síntesis de Col-I por 

inhibición de las proteínas profibrogénicas. 

 

Como se ha dicho antes, el TGF-β induce la transdiferenciación de las CEHs, así como la 

expresión de α-SMA, Col-I y CTGF en dichas células. En el grupo control, se observaron 

niveles normales de TGF-β, α-SMA, CTGF y Col-I; sin embargo, la fibrosis experimental 

inducida por CCl4 incrementó sus niveles varias veces por arriba del grupo control; por otro 

lado, la administración de la NAR previno completamente la elevación de los niveles 

proteicos de TGF-β, α-SMA, CTGF y Col-I, durante la administración del hepatotóxico. 

Interesantemente, la NAR por sí sola redujo los niveles basales de α-SMA y Col-I respecto 

al grupo control (Figura 13 paneles A-E).  
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Figura 13. La naringenina (NAR) previno la elevación de los niveles proteicos de TGF-β, α-SMA, CTGF, MMP13 y Col-I, mientras que 

mantuvo los de Smad7 en las ratas tratadas con el CCl4. Por western blot fueron determinados (A) el TGF-β, (B) la α-SMA, (C) el CTGF, 

(D) la MMP13, (E) la Col-I  y (F) la Smad7, en muestras de hígado de las ratas control, las ratas tratadas con tetracloruro de carbono 

(CCl4), las ratas tratadas con CCl4 más NAR (CCl4 + NAR) y las ratas administradas con NAR sola (NAR). Se usó β-actina como 

control. Los valores se expresan como aumento de veces del IOD relativo normalizado a los valores del grupo control (control = 1). Cada 

barra representa el valor promedio de tres ratas ± error estándar (SE). a signinfica P<0.05 respecto al grupo control y b significa P<0.05 

respecto al grupo de CCl4. 

 

 

La MMP13 está involucrada en los procesos de migración y proliferación de las CEHs y 

activación del TGF-β (62). Como puede observarse en la Figura 13D, debido a la 

administración de CCl4, 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 CCl4.  
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La Smad7 inhibe la vía de señalización del TGF-β; los niveles de la Smad7 bajaron 

significativamente por la administración de CCl4, sin embargo, este efecto fue prevenido 

por el tratamiento con la NAR.  El flavonoide por sí mismo disminuyó los niveles de α-

SMA y Col-I, pero aumentó los de Smad7 respecto al grupo control (Figura 13 paneles B, 

E, F). 

 

6.1.4 La NAR inhibió la proliferación de las CEHs por el bloqueo de la vía no 

canónica de JNK-pSmad3L.  

 

Los resultados de este trabajo confirmaron que durante el desarrollo de la fibrosis hepática 

apareció un incremento significativo de pJNK, pSmad3L y Smad3 comparado con el grupo 

control (Figura 14). Interesantemente, la administración de la NAR previno la activación de 

JNK, la elevación de Smad3 total, así como la fosforilación de ésta en la región “linker” por 

acción de pJNK (Figura 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. La naringenina (NAR) previno la fosforilación de Smad3 en el “linker” por JNK en las ratas tratadas con el CCl4. Por western 

blot fueron analizadas (A) pJNK, (B) pSmad3L y (C) Smad3 total en muestras de hígado de las ratas control, las ratas tratadas con 

tetracloruro de carbono (CCl4), las ratas tratadas con CCl4 más NAR (CCl4 + NAR) y las ratas administradas con NAR sola (NAR). Se 

usó β-actina como control. Los valores se expresan como aumento de veces del IOD relativo normalizado a los valores del grupo control 

(control = 1). Cada barra representa el valor promedio de tres ratas ± error estándar (SE). a signinfica P<0.05 respecto al grupo control y 

b significa P<0.05 respecto al grupo de CCl4.  
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6.2 Efecto de la NAR y la CUR sobre el daño hepático crónico 

previamente establecido por el CCl4: reversión de la cirrosis.  
 

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

 

En el modelo de reversión del daño hepático crónico se administró CCl4 por 12 semanas a 

ratas Wistar macho; sin embargo, al inicio de la semana 9 de daño se administró la NAR 

para estudiar su efecto en la reversión de la cirrosis experimental previamente establecida 

(Tabla VI y Figura 9). A continuación, se muestran los resultados obtenidos. 

  

6.2.1.1 Efecto macroscópico y microscópico de la NAR sobre el daño hepático crónico 

previamente establecido por el CCl4.    

 

La apariencia macroscópica y microscópica de los hígados extraídos de cada grupo 

experimental se muestra en la Figura 15. La Figura 15A muestra un hígado representativo 

del grupo control, de apariencia lisa y color rojo obscuro, característico de un hígado sano. 

El tratamiento con CCl4 produjo la fibrosis macronodular (Figura 15B) que fue revertida 

por la administración de la NAR (Figura 15C). Los hígados de las ratas tratadas con NAR 

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

 

Los resultados del estudio histopatológico se muestran en la Figura 15 paneles E-H. En la 

Figura 15E se observa que el grupo control no mostró alteraciones en el parénquima 

hepático. La Figura 15F corresponde a un corte de hígado representativo del grupo tratado 

con CCl4; en este caso, el tejido hepático mostró alteración del parénquima del hígado, 

esteatosis, proliferación de conductos biliares y depósitos de hemosiderina. El daño 

hepático fue revertido por la administración de NAR ya que se observaron grandes áreas de 

tejido aparentemente sanas (Figura 15G). El grupo administrado con NAR no mostró 

ninguna modificación a nivel histológico (Figura 15H). 
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Figura 15. Efecto de la naringenina (NAR) sobre la arquitectura macroscópica y microscópica en las ratas tratadas con el CCl4. Aspecto 

macroscópico de los hígados en (A) las ratas controles, (B) las ratas administradas con tetracloruro de carbono (CCl4), (C) las ratas 

tratadas con CCl4 más NAR (CCl4 + NAR) y (D) las ratas con NAR sola. Tinción de hematoxylin y eosina en los hígados de (E) las ratas 

control, (F) las ratas administradas con CCl4, (G) las ratas tratadas con CCl4 + NAR y (H) las ratas con NAR sola. Tinción tricrómica de 

Masson de (I) las ratas control, (J) tratadas con CCl4, (K) con CCl4 + NAR y (L) NAR sola. Barra de escala = 25 μm. 
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La tinción tricrómica de Masson se muestra en la Figura 15 paneles I-L. La Figura 15J 

representa una muestra de hígado de una rata cirrótica; se observó una gran cantidad de 

depósitos de colágena alrededor de los nódulos de regeneración, la distorsión del 

parénquima es evidente cuando se compara con el grupo control (Figura 15I). Respecto al 

grupo tratado con CCl4 más NAR, es importante hacer notar que se observa reabsorción de 

las fibras de colágena en la luz de los vasos, depósitos de hemosiderina, atipias nucleares, 

así como una considerable disminución de la fibrosis (Figura 15K). El grupo de NAR no 

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

 

6.2.1.2 La NAR revirtió la necrosis y la colestasis en las ratas tratadas con CCl4.  

 

Como se muestra en la Figura 16, la administración crónica del CCl4 incrementó 

significativamente la actividad sérica de la ALT, un marcador de la necrosis hepática (63). 

Después de la administración de CCl4, la FA y la γ-GTP, dos marcadores de colestasis (63), 

también incrementaron significativamente sus niveles séricos respecto al grupo control. La 

administración de la NAR revirtió el incremento en la actividad sérica de ALT, FA y γ-

GTP, sugiriendo que la NAR fue capaz de revertir la necrosis y la colestasis causadas por la 

administración de CCl4 por 12 semanas (Figura 16). El tratamiento con NAR a ratas sanas 

no modificó los indicadores de la necrosis y la colestasis.   

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. La naringenina (NAR) revirtió la necrosis y la colestasis en las ratas tratadas con el CCl4. Actividades de (A) la alanina 

aminotransferasa; (B) la fosfatasa alcalina y (C) la γ-glutamil transpeptidasa fueron determinadas en suero de las ratas control, las ratas 

tratadas con tetracloruro de carbono (CCl4), las ratas tratadas con CCl4 más NAR (CCl4 + NAR) y las ratas administradas con NAR sola 

(NAR). Cada barra representa el valor promedio de ocho ratas ± error estándar (SE). a significa P<0.05 respecto al grupo control y b 

significa P<0.05 respecto al grupo de CCl4. 
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6.2.1.3 La NAR restablece los niveles normales del glutatión reducido, pero no los de 

la peroxidación lipídica.  

 

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 inducción de la cirrosis aumentó la PL ya 

que, los niveles de MDA fueron elevados significativamente comparados con el grupo 

control. La administración 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 endógenos más importantes (65). Las ratas tratadas con 

CCl4 mostraron bajos niveles de GSH hepático, comparados con el grupo control, pero la 

NAR restauró los niveles normales de GSH en las ratas con daño hepático crónico (Figura 

17B).     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. La naringenina (NAR) restableció los niveles de glutatión reducido en las ratas tratadas con el CCl4. Fueron determinados (A) 

la peroxidación lipídica y (B) el glutatión reducido en tejido hepático de las ratas control, las ratas tratadas con tetracloruro de carbono 

(CCl4), las ratas tratadas con CCl4 más NAR (CCl4 + NAR) y las ratas administradas con NAR sola (NAR). Cada barra representa el 

valor promedio de ocho ratas ± error estándar (SE). a significa P<0.05 respecto al grupo control y b significa P<0.05 respecto al grupo de 

CCl4. 
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6.2.1.4 La administración de la NAR revirtió la inflamación en las ratas con cirrosis 

experimental previamente establecida. 

 

El NF-κB, la IL-1β y la IL-10 son importantes mediadores de la inflamación. Tras la 

administración de CCl4 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 

administración de la NAR al inicio de la novena semana de daño logró restablecer los 

niveles basales de p65, IL-1β e IL-10 (Figura 18).  

 

En la Figura 18B se muestran cortes de tejido hepático con reactividad hacia p65 e IL-1β; 

en el grupo control se apreció el parénquima hepático normal y los niveles basales de p65 e 

IL-1β; sin embargo, en el grupo con cirrosis experimental se observó cambio en la 

estructura del parénquima, así como grandes áreas positivas a p65 e IL-1β que colocalizan 

con regiones dañadas, con la acumulación de colágena y con presencia de CEHs. La 

administración de NAR disminuyó significativamente las zonas positivas para p65 e IL-1β. 

  

6.2.1.5 La NAR revirtió la acumulación de colágena en las ratas con cirrosis hepática 

experimental. 

 

Uno de los principales parámetros a evaluar durante la cirrosis hepática es la acumulación 

de colágena. Durante 12 semanas de administración del CCl4, los niveles de colágena total 

y Col-I aumentaron 5 y 3.3 veces, respectivamente comparados con el grupo control; sin 

embargo, tras la administración de la NAR por 4 semanas los valores de la colágena total y 

Col-I disminuyeron significativamente (Figura 19).      
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Se usó β-actina como control. Los valores se expresan como el aumento de veces del IOD relativo normalizado a los valores del grupo 

control (control = 1) y en % de área con inmunoreactividad.  Cada barra representa el valor promedio de tres ratas ± error estándar (SE).  

a significa P<0.05 respecto al grupo control y b significa P<0.05 respecto al grupo de CCl4.  

 

 

Figura 18. La naringenina (NAR) 

revirtió la inflamación en las ratas 

tratadas con el CCl4. (A) western blot de 

NF-κB (p65), IL-1β e IL-10 y (B) 

inmunohistoquímicas para NF-κB (p65) 

e IL-1β de tejido hepático de las ratas 

control, las ratas tratadas con 

tetracloruro de carbono (CCl4), las ratas 

tratadas con CCl4 más NAR (CCl4 + 

NAR), y ratas administradas con NAR 

sola (NAR).  
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Figura 19. La naringenina (NAR) revirtió la acumulación de colágena en las ratas tratadas con el CCl4 por 12 semanas. Fueron 

determinadas (A) la colágena total y (B) la Col-I en tejido de las ratas control, las ratas tratadas con tetracloruro de carbono (CCl4), las 

ratas tratadas con CCl4 más NAR (CCl4 + NAR) y las ratas administradas con NAR sola (NAR). Cada barra representa el valor promedio 

de ocho ratas ± error estándar (SE). a significa P<0.05 respecto al grupo control y b significa P<0.05 respecto al grupo de CCl4. 

 

 

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

tratadas con CCl4. 

 

La MEC sufre un proceso de remodelación y recambio que se ve influenciado por el CTGF 

y las MMPs y esto favorece la migración 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 administración crónica del CCl4 aumentó 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 influyó en el 

comportamiento de estas proteínas.             
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Cada barra representa el valor promedio de tres ratas ± error estándar (SE).  a significa P<0.05 respecto al grupo control y b significa 

P<0.05 respecto al grupo de CCl4. 

 

 

Figura 20. La naringenina (NAR) revirtió la 

remodelación de la matriz extracelular de las 

ratas tratadas con el CCl4. Niveles de proteína de 

(A) CTGF y de la metaloproteasa (MMP) 13 y 

(B) actividad de la MMP9 y la MMP2 en 

muestras de tejido hepático, mediante la técnica 

de western blot y (C) zimografía, de las ratas 

control, las ratas tratadas con tetracloruro de 

carbono (CCl4), las ratas tratadas con CCl4 más 

NAR (CCl4 + NAR), y las ratas administradas 

con NAR sola (NAR). Se usó β-actina como 

control. Los valores se expresan como aumento 

de veces del IOD relativo normalizado a los 

valores del grupo control (control = 1).   
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6.2.1.7 Efecto de la NAR sobre la transdiferenciación de las CEHs. 

 

La transdiferenciación de las CEHs es un hecho muy importante en el desarrollo de la 

cirrosis ya que estas células son las principales productoras de colágena. El TGF-β es un 

inductor de la activación de las CEHs, mientras que la α-SMA es un marcador de 

transdiferenciación; estas proteínas se elevaron significativamente comparadas con el grupo 

control tras la administración de CCl4 (Figura 21). El efecto del CCl4 fue revertido 

totalmente en las ratas del grupo CCl4 + NAR; los niveles proteicos de TGF- β y de α-SMA 

regresaron a la normalidad tras la administración del flavonoide, este efecto se estudió por 

WB y por inmunohistoquímica (Figura 21 paneles A y B).  

 

En la Figura 21C (gel de RT-PCR punto final y gráfica de qRT-PCR), se observa que los 

niveles de expresión de α-Sma aumentaron significativamente tras la administración del 

CCl4, sin embargo, la NAR fue capaz de revertir el efecto del hepatotóxico de manera 

significativa.       

 

6.2.1.8 La administración de la NAR inhibe la vía JNK-Smad3. 

 

Durante el daño crónico hepático, además de la vía canónica del TGF-β-Smad3, se 

desarrolla la vía no canónica del JNK-Smad3. 

 

Debido a la administración de CCl4, los niveles de fosforilación de JNK aumentaron 

significativamente respecto a los basales; interesantemente, la cantidad de JNK total no fue 

modificada por el hepatotóxico. En cuanto a la proteína Smad3, ésta se evaluó a nivel de 

mRNA, proteína y fosforilación en el “linker”, encontrándose que en los hígados tratados 

con CCl4 se favorece tanto la expresión como la fosforilación en el “linker” (Figura 22). El 

compuesto natural NAR revirtió el efecto producido por el CCl4 al regresar a los valores 

normales la activación de JNK, así como la expresión de Smad3 y su fosforilación en el 

“linker” por parte de JNK (Figura 22). 
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Se usó β-actina como control. Los valores se expresan como aumento de veces del IOD relativo normalizado a los valores del grupo 

control (control = 1) y % de área con inmunoreactividad. Cada barra representa el valor promedio de tres ratas ± error estándar (SE).  a 

significa P<0.05 respecto al grupo control y b significa P<0.05 respecto al grupo de CCl4.  

 

C 

Figura 21. La naringenina (NAR) revirtió la 

activación de las células estelares de las 

ratas tratadas con el CCl4. Western blot de 

(A) TGF-β y α-SMA; (B) 

inmunohistoquímica para TGF-β y α-SMA 

y (C) gel de RT-PCR punto final y gráfica 

de qRT-PCR de α-Sma de tejido hepático 

de las ratas control, las ratas tratadas con 

tetracloruro de carbono (CCl4), las ratas 

tratadas con CCl4 más NAR (CCl4 + NAR), 

y las ratas administradas con NAR sola 

(NAR).  
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6.2.1.9 La NAR ejerce sus efectos antifibróticos en parte vía Smad7  

 

La Smad7 tiene como función principal regular negativamente la vía del TGF-β, por lo que 

su estatus durante la fibrosis es muy importante.  

 

Durante la inducción de cirrosis por 12 semanas se encontró que el valor de Smad7 

disminuyó 50% respecto del grupo control, pero la administración de la NAR desde la 

semana 9 de daño logró revertir el efecto del CCl4 de forma significativa (Figura 23). 

 

 

 

 

 

B C D 

Figura 22. La administración de la naringenina (NAR) inhibió la vía JNK-

Smad3 en las ratas tratadas con el CCl4. Western blot (WB) para (A) pJNK, 

(B) gel de RT-PCR punto final y gráfica de qRT-PCR de Smad3, (C) WB 

para Smad3 y (D) WB pSmad3 de tejido hepático de las ratas control, las 

ratas tratadas con tetracloruro de carbono (CCl4), las ratas tratadas con CCl4 

más NAR (CCl4 + NAR), y las ratas administradas con NAR sola (NAR). Se 

usó β-actina como control. Los valores se expresan como aumento de veces 

del IOD relativo normalizado a los valores del grupo control (control = 

1). Cada barra representa el valor promedio de tres ratas ± error estándar.  a 

significa P<0.05 respecto al grupo control y b significa P<0.05 respecto al 

grupo de CCl4. 
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6.2.1.10 La NAR restableció la capacidad biosintética del hígado en las ratas 

administradas con CCl4.  

 

La medición del glucógeno hepático es un importante parámetro de la funcionalidad del 

órgano. Los hígados con cirrosis mostraron valores significativamente bajos de glucógeno 

en comparación con los hígados sanos, este hecho fue revertido por la NAR quien restauró 

los niveles normales de glucógeno (Figura 24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Figura 23. La administración de la naringenina (NAR) 

promovió la vía inhibitoria del TGF-β en las ratas tratadas 

con el CCl4. Western blot para Smad7 de tejido hepático 

de las ratas control, las ratas tratadas con tetracloruro de 

carbono (CCl4), las ratas tratadas con CCl4 más NAR 

(CCl4 + NAR), y las ratas administradas con NAR sola 

(NAR). Se usó β-actina como control. Los valores se 

expresan como aumento de veces del IOD relativo 

normalizado a los valores del grupo control (control = 

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

error estándar.  a significa P<0.05 respecto al grupo 

control y b significa P<0.05 respecto al grupo de CCl4. 

Figura 24. La naringenina (NAR) restableció la 

capacidad biosintética del hígado en las ratas 

administradas con el CCl4. La cantidad de glucógeno en 

tejido hepático fue determinada en las ratas control, las 

ratas tratadas con tetracloruro de carbono (CCl4), las 

ratas tratadas con CCl4 más NAR (CCl4 + NAR), y las 

ratas administradas con NAR sola (NAR). Cada barra 

representa el valor promedio de ocho ratas ± error 

estándar. a significa P<0.05 respecto al grupo control y 

b significa P<0.05 respecto al grupo de CCl4. 
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6.2.2 Efecto de la CUR sobre la reversión de la cirrosis.  

 

Durante el modelo de reversión del daño hepático crónico, se administró CCl4 por 12 

semanas a ratas Wistar macho, sin embargo, al inicio de la semana 9 se administró la CUR 

para estudiar su efecto en la reversión de la cirrosis experimental. A continuación, se 

muestran los resultados obtenidos. 

 
6.2.2.1 Efecto macroscópico y microscópico de la CUR sobre el daño hepático crónico 

previamente establecido por el CCl4.    

 

La apariencia macroscópica y microscópica de los hígados extraídos de cada grupo se 

muestra en la Figura 25. El hígado de una rata control se muestra en la Figura 25A. El 

tratamiento con CCl4 produjo fibrosis macronodular (Figura 25B). La administración de la 

CUR fue capaz de revertir la fibrosis inducida experimentalmente (Figura 25C). El grupo 

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

 

En la Figura 25 paneles E-H se observan los resultados de la tinción de H y E. El grupo 

control no tuvo alteraciones en el parénquima hepático (Figura 25E). La Figura 25F 

corresponde a un corte de hígado del grupo de daño crónico; en este caso, el tejido mostró 

alteraciones morfológicas del parénquima hepático, proliferación de conductos biliares y 

esteatosis en los hepatocitos. El grupo administrado con el compuesto natural tuvo una gran 

disminución del daño hepático ya que se encontraron amplias zonas de hepatocitos de 

apariencia normal, aunque mantuvo depósitos discretos de hemosiderina y atipias nucleares 

(Figura 25G). El grupo administrado con CUR permaneció con una arquitectura de 

apariencia normal (Figura 25H). 

 

En la Figura 25 paneles I-L se muestra la tinción tricrómica de Masson. Una muestra 

representativa de hígado cirrótico se aprecia en la Figura 25J, se observó una gran cantidad 

de colágena alrededor de los nódulos de regeneración y en las zonas de proliferación de 

conductos biliares, comparado con el grupo control (Figura 25I). Respecto al grupo CCl4 + 
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CUR, se apreciaron áreas aparentemente normales, así como una considerable disminución 

de las fibras de colágena (Figura 25K). El grupo de CUR no mostró cambios respecto al 

grupo control (Figura 25L).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura 25. Efecto de la curcumina (CUR) sobre la arquitectura macroscópica y microscópica en las ratas tratadas con el CCl4. Aspecto 

macroscópico de los hígados en (A) las ratas controles, (B) las ratas administradas con tetracloruro de carbono (CCl4), (C) las ratas 

tratadas con CCl4 más CUR (CCl4 + CUR) y (D) las ratas con CUR sola. Tinción de hematoxilina y eosina en los hígados de (E) las ratas 

control, (F) las ratas administradas con CCl4, (G) las ratas tratadas con CCl4 + CUR y (H) las ratas con CUR sola. Tinción tricrómica de 

Masson de (I) las ratas control, (J) tratadas con CCl4, (K) con CCl4 + CUR y (L) CUR sola. Barra de escala = 25 μm. 
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Figura 27. La curcumina (CUR) restableció los niveles del glutatión reducido (GSH) en las 

ratas tratadas con el CCl4. El GSH fue determinado en tejido hepático de las ratas control, 

las ratas tratadas con tetracloruro de carbono (CCl4), las ratas tratadas con CCl4 más CUR 

(CCl4 + CUR), y las ratas administradas con CUR sola (CUR). Cada barra representa el 

valor promedio de ocho ratas ± error estándar. a significa P<0.05 respecto al grupo control 

y b significa P<0.05 respecto al grupo de CCl4. 

6.2.2.2 La CUR revirtió la necrosis y la colestasis en las ratas tratadas con el CCl4.  

 

Como se muestra en la Figura 26, la actividad sérica de la ALT (A), la FA (B) y la γ-GTP 

(C) incrementaron significativamente debido a la administración crónica del CCl4; sin 

embargo, la administración de la CUR revirtió este efecto, sugiriendo que la CUR fue capaz 

de revertir la necrosis y la colestasis causada por la administración por 12 semanas de CCl4. 

La administración de CUR sola no modificó estos parámetros. 

   

 

 

 

 

 

 
 

Figura 26. La curcumina (CUR) revirtió la necrosis y la colestasis en las ratas tratadas con el CCl4. Actividades de (A) la alanina 

aminotransferasa; (B) la fosfatasa alcalina y (C) la γ-glutamil transpeptidasa fueron determinadas en el suero de las ratas control, las ratas 

tratadas con tetracloruro de carbono (CCl4), las ratas tratadas con CCl4 más CUR (CCl4 + CUR) y las ratas administradas con CUR sola 

(CUR). Cada barra representa el valor promedio de ocho ratas ± error estándar (SE). a significa P<0.05 respecto al grupo control y b 

significa P<0.05 respecto al grupo de CCl4. 

 
6.2.2.3 La CUR restablece los niveles normales del glutatión reducido hepático.  

 

Comparadas con el grupo control, las ratas con daño hepático de 12 semanas mostraron 

bajos niveles de GSH hepático, sin embargo, la CUR restauró los niveles normales de GSH 

en las ratas con daño hepático crónico. El grupo de ratas tratadas únicamente con CUR 

mostró valores normales de GSH (Figura 27).     
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6.2.2.4 La administración de la CUR revirtió la inflamación en las ratas con 

cirrosis experimental.  

 

Como se esperaba, la administración de CCl4 por 12 semanas aumentó los niveles proteicos 

de p65, IL-1β e IL-10 4.7, 7.2 y 7.3 veces, respectivamente comparados con el grupo 

control. Sin embargo, la administración de la CUR al inicio de la novena semana de daño 

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

 

En la Figura 28B se muestran los resultados de las inmunohistoquímicas para p65 e IL-1β.  

El grupo control muestra tejido hepático normal y niveles basales de p65 e IL-1β; por otro 

lado, el grupo de CCl4 mostró grandes áreas positivas hacia p65 e IL-1β que coincidieron 

con espacios ricos en colágena y en CEHs. Interesantemente, la administración de CUR 

disminuyó significativamente las zonas positivas para p65 e IL-1β, mientras que las ratas 

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

 

6.2.2.5 La CUR revirtió la acumulación de la colágena en las ratas con cirrosis 

hepática experimental previamente establecida. 

 

El valor de la colágena total aumentó de 2.0 mg g
-1

 de hígado en el grupo control hasta 10.2 

mg g
-1

 de hígado en el grupo tratado durante 12 semanas con CCl4. Tras la administración 

de la CUR por 4 semanas, los valores de la colágena total disminuyeron significativamente 

comparados con el grupo control (Figura 29). Las ratas tratadas únicamente con CUR no 

mostraron cambios en los valores de colágena total.     
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Se usó β-actina como control. Los valores se expresan como aumento de veces del IOD relativo normalizado a los valores del grupo 

control (control = 1) y en % de área con inmunoreactividad. Cada barra representa el valor promedio de tres ratas ± error estándar (SE).  a 

significa P<0.05 respecto al grupo control y b significa P<0.05 respecto al grupo de CCl4. 

C
on

tr
o l

C
C

l 4

C
C

l 4
+

C
U

R

C
U

R

0

2

4

6

N F  B  (6 5 )

a

b

V
e

c
e

s
 p

o
r

 a
r

r
ib

a
 d

e
l 

g
r

u
p

o
 c

o
n

tr
o

l

Figura 28. La curcumina (CUR) revirtió la 

inflamación en las ratas tratadas con el CCl4. 

(A) western blot de NF-κB (p65), IL-1β e 

IL-10 y (B) inmunohistoquímicas para NF-

κB (p65) e IL-1β de tejido hepático de las 

ratas control, las ratas tratadas con 

tetracloruro de carbono (CCl4), las ratas 

tratadas con CCl4 más CUR (CCl4 + CUR), 

y las ratas administradas con CUR sola 

(CUR). 
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6.2.2.6 Efecto de la CUR sobre la remodelación de la matriz extracelular en las ratas 

tratadas con el CCl4. 

 

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 

administración crónica del CCl4 elevó su actividad 8 y 27 veces, respectivamente en 

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

niveles basales los niveles proteicos del CTGF y de la MMP13, sí como la actividad de las 

MMP2 y 9 (Figura 30). 
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Figura 29. La curcumina (CUR) revirtió la acumulación de la colágena en las 

ratas tratadas con el CCl4 por 12 semanas. La colágena total fue determinada en 

tejido de las ratas control, las ratas tratadas con tetracloruro de carbono (CCl4), 

las ratas tratadas con CCl4 más CUR (CCl4 + CUR), y las ratas administradas con 

CUR sola (CUR). Cada barra representa el valor promedio de ocho ratas ± error 

estándar. a significa P<0.05 respecto al grupo control y b significa P<0.05 

respecto al grupo de CCl4. 
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Cada barra representa el valor promedio de tres ratas ± error estándar (SE).  a significa P<0.05 respecto al grupo control y b significa 

P<0.05 respecto al grupo de CCl4. 
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B 

Figura 30. La curcumina (CUR) revirtió la 

remodelación de la matriz extracelular de las 

ratas tratadas con el CCl4. Niveles de proteína de 

(A) CTGF y de la metaloproteasa (MMP) 13 y 

(B) actividad de la MMP9 y la MMP2 en 

muestras de tejido hepático, mediante la técnica 

de western blot y zimografía (C), de las ratas 

control, las ratas tratadas con tetracloruro de 

carbono (CCl4), las ratas tratadas con CCl4 más 

CUR (CCl4 + CUR), y las ratas administradas 

con CUR sola (CUR). Se usó β-actina como 

control. Los valores se expresan como aumento 

de veces del IOD relativo normalizado a los 

valores del grupo control (control = 1).   
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6.2.2.7 Efecto de la CUR sobre la transdiferenciación de las CEHs. 

 

Al término de la administración de CCl4 por 12 semanas, los niveles proteicos de TGF-β y 

α-SMA se elevaron significativamente comparados con el grupo control (Figura 31A). Esto 

fue confirmado por inmunohistoquímica observando que en el grupo de daño existe una 

gran cantidad de reacción positiva hacia TGF-β y α-SMA y esto colocaliza con zonas 

fibróticas, ricas en colágena y en CEHs (Figura 31B).  A nivel del mRNA, el hepatotóxico 

aumentó significativamente los niveles de α-Sma como se muestra en la Figura 31C (gel de 

RT-PCR punto final y gráfica de qRT-PCR). 

 

El efecto del CCl4, fue revertido totalmente en las ratas del grupo CCl4 + CUR; los niveles 

proteicos del TGF- β y de la α-SMA regresaron a la normalidad tras la administración del 

flavonoide (Figura 31 paneles A y B); además, el compuesto natural fue capaz de disminuir 

los niveles de α-Sma en el grupo de reversión Figura 31C.  

 

6.2.2.8 La administración de la CUR inhibe la vía JNK-Smad3. 

 

Debido a la administración de CCl4, la fosforilación de JNK aumentó significativamente 

respecto a JNK total, la cual no se vio modificada por el hepatotóxico (Figura 32). En 

cuanto a la proteína Smad3, ésta se evaluó a nivel de mRNA, proteína y fosforilación en el 

“linker”, encontrándose que en los hígados tratados con CCl4 se favorece tanto la expresión 

como la fosforilación en el “linker”. El tratamiento con CUR revirtió el efecto desarrollado 

durante la cirrosis, regresando a valores normales la activación de JNK así como la 

expresión de Smad3 y su fosforilación en el “linker” por parte de JNK (Figura 32). 
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Se usó β-actina como control. Los valores se expresan como aumento de veces del IOD relativo normalizado a los valores del grupo 

control (control = 1) y % de área con inmunoreactividad. Cada barra representa el valor promedio de tres ratas ± error estándar (SE).  a 

significa P<0.05 respecto al grupo control y b significa P<0.05 respecto al grupo de CCl4. 
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Figura 31. La curcumina (CUR) revirtió la 

activación de las células estelares de las 

ratas tratadas con el CCl4. Western blot de 

(A) TGF-β y α-SMA; (B) 

inmunohistoquímica para TGF-β y α-SMA 

y (C) gel de RT-PCR punto final y gráfica 

de qRT-PCR de α-Sma de tejido hepático 

de las ratas control, las ratas tratadas con 

tetracloruro de carbono (CCl4), las ratas 

tratadas con CCl4 más CUR (CCl4 + CUR), 

y las ratas administradas con CUR sola 

(CUR).  
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6.2.2.9 La CUR ejerce sus efectos antifibróticos vía Smad 7 

 

Durante la inducción de la cirrosis por 12 semanas con CCl4 se encontró que el valor de 

Smad7 disminuyó 60% respecto del grupo control.  

 

La administración de la CUR durante las últimas 4 semanas de daño logró revertir el efecto 

del CCl4 de forma significativa (Figura 33). Por otro lado, la administración de la CUR sola 

no modificó los valores de Smad7.  

 

 

 

B C D 

Figura 32. La administración de la curcumina (CUR) inhibió la vía JNK-Smad3 en 

las ratas tratadas con el CCl4. Western blot (WB) para (A) pJNK, (B) gel de RT-

PCR punto final y gráfica de qRT-PCR para Smad3, (C) WB para Smad3 y (D) 

WB pSmad3L de tejido hepático de las ratas control, las ratas tratadas con 

tetracloruro de carbono (CCl4), las ratas tratadas con CCl4 más CUR (CCl4 + 

CUR), y las ratas administradas con CUR sola (CUR). Se usó β-actina como 

control. Los valores se expresan como aumento de veces del IOD relativo 

normalizado a los valores del grupo control (control = 1). Cada barra representa el 

valor promedio de tres ratas ± error estándar.  a significa P<0.05 respecto al grupo 

control y b significa P<0.05 respecto al grupo de CCl4. 
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6.2.2.10 La CUR restableció la capacidad biosintética del hígado en las ratas 

administradas con CCl4.  

 

La medición del glucógeno hepático es un importante parámetro de la funcionalidad 

hepática. Los hígados con cirrosis mostraron valores significativamente bajos de glucógeno 

en comparación con los hígados sanos, este hecho fue revertido por la CUR quien restauró 

los niveles normales de glucógeno (Figura 34). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. La administración de la curcumina (CUR) 

promovió la vía inhibitoria del TGF-β en las ratas tratadas 

con el CCl4. Western blot para Smad7 de tejido hepático 

de las ratas control, las ratas tratadas con tetracloruro de 

carbono (CCl4), las ratas tratadas con CCl4 más CUR 

(CCl4 + CUR), y las ratas administradas con CUR sola 

(CUR). Se usó β-actina como control. Los valores se 

expresan como aumento de veces del IOD relativo 

normalizado a los valores del grupo control (control = 

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

error estándar.  a significa P<0.05 respecto al grupo 

control y b significa P<0.05 respecto al grupo de CCl4. 

Figura 34. La curcumina (CUR) restableció la capacidad 

biosintética del hígado en las ratas administradas con el 

CCl4. La cantidad de glucógeno en tejido hepático fue 

determinada en las ratas control, las ratas tratadas con 

tetracloruro de carbono (CCl4), las ratas tratadas con 

CCl4 más CUR (CCl4 + CUR), y las ratas administradas 

con CUR sola (CUR). Cada barra representa el valor 

promedio de ocho ratas ± error estándar. a significa 

P<0.05 respecto al grupo control y b significa P<0.05 

respecto al grupo de CCl4. 
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7 DISCUSIÓN  

 
7.1 Estudio del mecanismo de acción de la NAR en la prevención del daño 

hepático crónico inducido por el CCl4. 

 
El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto hepatoprotector de la NAR en un modelo 

de daño crónico inducido por CCl4 para investigar si los efectos benéficos de la NAR están 

asociados con sus propiedades antioxidantes, a la inhibición de la vía del NF-κB y / o al 

bloqueo ya sea de la vía canónica o de la no canónica del TGF-β. 

 

La NAR previene la necrosis hepática bloqueando al NF-κB. 

 

Las ratas tratadas con CCl4 mostraron un aumento en los niveles de NF-κB, IL-1β e IL-10, 

pero la administración de la NAR impidió este aumento. La actividad del NF-κB depende 

de la vía iniciada por el receptor tipo Toll (TLR), cuando este receptor es activado, se 

estimula el reclutamiento de una serie de proteínas que llevan a la fosforilación y activación 

de la cinasa de IκB (IKK) que cataliza la fosforilación del inhibidor de kappa B (IKB) que 

inhibe al NF-κB; esta fosforilación es necesaria para la degradación de IKB y a traslocación 

del NF-κB al núcleo (66).      

 

Se ha reportado que este efecto es debido a que la NAR regula a la baja al mensajero y la 

proteína del TLR4 y TLR2, indispensables para la activación citosólica del NF-κB (67). 

Además, la NAR disminuye la translocación del NF-κB hacia el núcleo y su unión al ADN 

(67-69). Esto conduce a la inhibición de la expresión de interleucinas dependientes de NF-

κB como la IL-1β y la IL-10 y por lo tanto, a la prevención de la inflamación. 

 

La NAR preserva la actividad de las MMP9 y MMP2 en ratas tratadas con CCl4.  

 

Durante la fibrosis, las CEHs activadas y las células de Kupffer expresan MMP9 y MMP2; 

estas enzimas conducen a la activación del TGF-β ya que lo escinden de su depósito en la 
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MEC. Una vez liberado, el TGF-β favorece la actividad invasiva y proliferativa de las 

CEHs (35, 62, 70, 71).  

 

En este estudio, la administración crónica del CCl4 aumentó 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 y de la proteína de 

MMP9 y 2, reduciendo así su actividad (72-74). Por lo tanto, parece probable que el efecto 

antifibrótico de la NAR pueda deberse, en parte, a la regulación a la baja de las MMP9 y 2 

ya que, al inhibirlas, se reduce la probabilidad de la activación del TGF-β y su efecto en las 

CEHs. 

 

La NAR inhibe la vía TGF-β-Smad3, lo que lleva a la regulación a la baja de la α-

SMA, del CTGF y la Col-I 

 

A través de pSmad3C, el TGF-β induce la expresión de α-SMA, el CTGF y la Col-1 en las 

CEHs activadas; la proteína α-SMA es un marcador de transdiferenciación muy específico 

que está estrechamente relacionado con capacidades contráctiles y de movilidad de las 

CEHs activadas. El CTGF es una proteína que amplifica la acción profibrogénica del TGF-

β y la Col-I es uno de los principales tipos de colágena en la MEC (6, 75-77).  

 

En este estudio, la administración del CCl4 aumentó los niveles proteicos del TGF-β, de la 

α-SMA, el CTGF y la Col-I; sin embargo, la NAR preservó los niveles normales de estas 

proteínas. El posible mecanismo por el cual la NAR inhibe la vía del TGF-β-Smad3 es 1) 

una reducción en los niveles del TGF-β tisular; 2) una disminución del mRNA y/o de la 

proteína de Smad3, con la consecuente reducción de su fosforilación, evitando así la 

translocación nuclear de pSmad3C y 3) una reducción en la unión del TGF-β a su receptor 

específico TβRII, que conduce a la inhibición de la fosforilación de Smad3 (36, 72, 78-81). 

 

Nuestros resultados están de acuerdo con otros reportes que indican que la inhibición de la 

vía del TGF-β-Smad3 por la NAR resulta en la disminución de los niveles del mRNA y la 
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proteína de la α-SMA, el CTGF y la Col-I (28, 36, 82), proporcionando así un mecanismo 

lógico para explicar las propiedades antifibróticas de la NAR. 

 

La NAR inhibe la vía profibrogénica del TGF-β, preservando los niveles de la 

proteína Smad7 

 

En contraste con la Smad3, la Smad7 ejerce un efecto inhibidor sobre la vía del TGF-β 

mediante la ubiquitinización y posterior degradación proteosomal del TβRI (83). Como se 

ha descrito por otros grupos de trabajo (84, 85), la administración de CCl4 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 mRNA de Smad7 en células 

pancreáticas tratadas con TGF-β. La prevención de la disminución de Smad7 por la NAR, 

es un mecanismo valioso mediante el cual la vía TGF-β es regulada a la baja para prevenir 

la fibrosis. 

 

La NAR bloquea la acción profibrogénica del TGF-β por inhibición de la MMP13 

 

La MMP13 se expresa en las CEHs, las células de Kupffer y las células perisinusoidales; 

esta MMPs libera citocinas unidas a MEC tal como el TGF-β, que conduce a la 

proliferación y migración de las CEHs (62). La administración de CCl4 produjo un aumento 

en los niveles de MMP13; sin embargo, la NAR mantuvo los niveles normales de MMP13 

durante el daño hepático.  

 

La MMP13 puede ser regulada positivamente por la IL-1β, el NF-κB y JNK (62, 86); sin 

embargo, estas proteínas también fueron inhibidas por la NAR. Mediante la regulación 

negativa de MMP13, la NAR pudo prevenir la deposición de MEC en ratas tratadas con 

CCl4. 
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La NAR también previno la fibrosis inducida por CCl4 bloqueando la vía no canónica 

del TGF-β 

 

Después de la administración de CCl4, la activación de JNK se elevó, al igual que los 

niveles de la proteína Smad3 y su fosforilación en la región “linker”. Ha sido reportado que 

durante la administración de CCl4, la pSmad3L se localiza en el núcleo de las CEHs. La 

fosforilación de la Smad3 en la región “linker” es catalizada por la pJNK, resultando en una 

rápida translocación de la pSmad3L al núcleo, en donde estimula la expresión de c-myc, un 

importante inductor de la proliferación de las CEHs (18, 87, 88), que a su vez conduce a 

una mayor producción de MEC. La NAR fue capaz de prevenir el aumento de los niveles 

de la Smad3 y de su fosforilación por pJNK lo que finalmente resultó en una disminución 

de la síntesis de la MEC. 

 

7.2 Efecto de la NAR y la CUR en el daño hepático crónico previamente 

establecido por el CCl4: reversión 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 administración de CCl4 e investigar si estos 

productos naturales eran capaces de revertir la cirrosis. 

 

El primer reporte que se tiene sobre la reversión de la cirrosis hepática fue de Cameron y 

Karunaratne en 1936 (89); desde entonces, el proceso de la reversión, las vías de 

señalización y las células implicadas en este fenómeno han sido ampliamente estudiadas no 

solo para entender lo que sucede sino para encontrar fármacos que ayuden a la cura de esta 

enfermedad. En algunos casos, cuando el agente etiológico de la cirrosis es retirado se 

presenta una reversion natural y espontánea tanto en la clínica como en modelos animales 

de cirrosis; dicha reversión dependerá del tipo y tiempo de exposición del agresor (90-94).  

 

En el caso del alcoholismo es difícil que el agente etiológico sea removido por completo ya 

que las personas sufren dependencia, por lo que es importante desarrollar fármacos que 

sean capaces de provocar reversión 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 reversión de la cirrosis previamente 

establecida a nivel tisular. 

 

Los resultados obtenidos muestran que los productos naturales aquí estudiados fueron 

capaces de revertir el efecto de la administración de CCl4 a nivel macroscópico e 

histológico; sin embargo, aun permanecieron fibras de colágena remanentes que, si bien 

fueron de mucho menor grosor que las observadas en el grupo de daño, aun podían ser 

apreciadas por la tinción tricrómica de Masson. En este sentido, se ha reportado que, en la 

reversión espontánea, tras 366 días de recuperación aún se observan septos fibróticos 

residuales formados por MEC de tipo reticular; ésta MEC contiene CEHs con alta actividad 

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

 

Esta MEC residual está caracterizada por ser rica en elastina y representa las fibras de 

colágena más maduras que no fueron degradadas durante el proceso de reversión a 

diferencia de las fibras de colágena menos maduras (95, 96). Así, se puede decir que las 

fibras de colágena remanentes observadas en los grupos tratados con NAR y CUR son 

fibras de tipo reticular que no fueron degradadas.   

 

7.2.2 En la reversión 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 hepática, así 

como para el proceso de reversión y que su eliminación es importante para la recuperación 

de la fibrosis. Ha sido reportado que, durante la reversión espontánea, las CEHs pueden ser 

eliminadas por tres mecanismos: la apoptosis, la reversión del fenotipo tipo miofibroblasto 

y la senescencia. Esto tiene como resultado la disminución de las células positivas α-SMA, 
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aumento de la actividad colagenolítica, la disminución de las fibras de colágena y la 

resolución del daño hepático (91-93, 97-100).  

 

Durante la reversión de la cirrosis previamente establecida se observó una disminución del 

principal marcador de transdiferenciación y activación de las CEHs (α-SMA) no solo a 

nivel de proteína sino también a nivel del mRNA. Esto fue corroborado por 

inmunohistoquímica donde la marca positiva se observó principalmente en el tejido 

fibrótico. Este importante efecto sobre α-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 etiológico se observa un decremento de las CEHs desde el 

tercer día de recuperación, sin importar el tipo de daño (92-95); sin embargo, en este 

trabajo no fue retirado el agente procirrótico, por lo que aun durante el daño constante al 

hígado  por el CCl4, la NAR y la CUR fueron capaces de disminuir las células positivas 

para α-SMA.  

 

Se puede sugerir que uno de los principales mecanismos por lo que la NAR y la CUR 

revierten la fibrosis hepática es induciendo la eliminación de las CEHs, principales 

productoras de colágena durante el desarrollo de la enfermedad, a pesar de que el CCl4 se 

siguió administrando. Sin embargo, falta por conocer cuál es la forma por la que estos 

polifenoles eliminan las CEHs transdiferenciadas o si pierden su actividad por un 

mecanismo de reversión del fenotipo.  

 

La principal causa descrita por la que disminuyen las CEHs en la reversión espontánea es la 

apoptosis (101-106) y si bien no existen reportes específicos sobre el efecto de la NAR en 

la inducción de la apoptosis de las CEHs, se sabe que ésta puede inducir la apoptosis en 

líneas celulares de cáncer ya que promueve tanto la vía intrínseca (107-111) y como la 

extrínseca (107, 112).  

 

 En cuanto a la CUR, sí existen reportes del efecto proapoptótico de ésta sobre las CEHs: 

inhibe la proliferación de las CEHs en cultivo, disminuye el número de células en fase S del 
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ciclo celular e incrementa las células en G2/M; también induce cambios morfológicos 

asociados con la apoptosis como el aumento de CEHs hipodiploides, la cromatina 

condensada alrededor de la membrana nuclear, los organelos condensados, los cuerpos 

apoptóticos y la fragmentación del ADN (113, 114). El mecanismo puede ser la inducción 

de la vía intrínseca y la disminución de la proteína antiapoptótica Bcl-2 a nivel de proteína 

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 hepática previamente establecida es la inducción 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 inducción de la vía intrínseca y extrínseca.   

 

El NF-κB no solo está implicado en los procesos de inflamación, también tiene efectos 

antiapoptóticos ya que promueve a las proteínas Bcl-xl, Bcl-2, TRAF-1, TRAF-2, c-IAP1 y 

c-IAP2 que tienen efectos antiapoptóticos (104, 118); respecto a esto, se ha reportado que la 

inhibición del NF-κB en las CEHs promueve la apoptosis y previene la fibrosis hepática 

(119, 120). En este estudio se encontró que la NAR revierte la elevación del NF-κB y 

también de las interleucinas que regula (IL-1β e IL-10), esto en una cirrosis previamente 

establecida por la administración de CCl4. Si bien no se tienen reportes directos de que la 

NAR promueva la apoptosis en las CEHs por inhibir al NF-κB, sí se sabe que este 

flavonoide inhibe dicho factor.  

 

En algunos modelos de daño hepático se ha reportado que la NAR reduce el mRNA del 

NF-κB y por lo tanto, también el mRNA de las proteínas de la inflamación reguladas por 

éste como el TNF-α, la IL-6 y la IL-1β (34, 121). Se sabe, por experimentos en otros 

tejidos, que la NAR inhibe la vía del NF-κB debido a que regula a la baja el mRNA del 

TLR4 y del TLR2, por lo que previene la fosforilación de IKB, reduciendo la traslocación y 

la unión del NF-κB al ADN; esto tiene como resultado una pobre inducción de las proteínas 



95 

 

TNF-α, IL-1β, 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-κB ha sido estudiada sobre todo en el ámbito 

antiinflamatorio, no se puede dejar de hipotetizar que este compuesto podría inhibir los 

efectos antiapoptóticos que ejerce el NF-κB y, por lo tanto, reducir la supervivencia de las 

CEHs y así favorecer la reversión de la cirrosis hepática.    

 

Un hecho bien conocido es que la CUR posee efectos antiinflamatorios y esto es debido a 

que inhibe a la vía del NF-κB en diferentes puntos. Los resultados obtenidos en este trabajo 

muestran que tras la administración crónica del CCl4, los niveles del NF-κB, la IL-1β y la 

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

 

Se sabe que la CUR tiene la capacidad de disminuir la activación del NF-κB, así como su 

traslocación al núcleo en un modelo de daño hepático agudo con CCl4 (41). Lo anterior es 

debido a que la CUR reduce el mRNA del mismo NF-κB, de los receptores TLR2, TLR4 y 

del adaptador MyD88 en CEHs activadas, llevándolas hacia la apoptosis (126-128). Otro 

efecto de la CUR sobre el NF-κB es que el polifenol inhibe la activación del IKK y por lo 

tanto, la fosforilación de IKB, así como su degradación, que deriva en la nula fosforilación 

de p65, su traslocación al núcleo y su acetilación. Esto lleva a que el efecto positivo del 

NF-κB sobre IAP1, IAP2, XIAP, Bcl-2, Bcl-xl y TRAF1, que son moléculas 

antiapoptóticas, sea eliminado (129).  

 

Por lo anterior, se puede decir que la inhibición del NF-κB por parte de la NAR y la CUR 

no solo disminuye la inflamación (efecto sobre la IL-1β y la IL-10), sino también los 

efectos antiapoptóticos de este factor en las CEHs y da otra explicación del por qué las 

CEHs disminuyen con el tratamiento con la CUR, pero se necesita corroborar dicha 

hipótesis para conocer si este es otro mecanismo de influencia de los productos naturales 

sobre la disminución de las CEHs.  
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Además de la inducción de la apoptosis, se ha descrito un segundo mecanismo por el que la 

fibrosis hepática puede ser revertida: la reversión del fenotipo tipo miofibroblasto. Durante 

la reversión espontánea 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 (iCEHs) (91, 99).  Se tienen reportes de que la inducción de 

la expresión de genes asociados a la síntesis de lípidos 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-γ) (120, 102, 130-135). En este sentido, se cuenta con 

reportes de que la NAR tiene efectos sobre el PPAR-γ, por ejemplo, aumenta la proteína del 

PPAR-γ y promueve su actividad ya que activa su dominio de unión 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-γ, quizás el flavonoide pueda inducir la 

actividad de esta proteína en las CEHs transdiferenciadas que han escapado a la apoptosis e 

inducir la reversión 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 

número y tamaño de las gotas de lípidos, tan características de su estado quiescente y 

aumenta los triglicéridos y las proteínas relacionados con la reversión del fenotipo como 

C/EBPα, PPAR-γ, RXRα y RARβ (139). Además, el polifenol presenta diferentes 

mecanismos por los cuales puede aumentar la actividad del PPARγ en las CEHs activadas 

(116, 117, 139-142, 144).    

 

En general, los efectos de la CUR al activar el PPAR-γ resultan en: 1) la inhibición de la 

proliferación de las CEHs ya que se favorece la expresión de proteínas de detención del 

ciclo celular como p21
WAFI

 y p
27Kip1

,
 
pero disminuyen las ciclinas D1, D2 y E que 

promueven el ciclo celular. 2) disminución de la unión del NF-κB al ADN, 3) la inhibición 

de la vía del TGF-β por la disminución de los niveles de mRNA y proteína de los 

receptores TβRI y TβRII y la reducción de la síntesis de α-SMA por parte de las CEHs y 4) 

la inducción de la enzima glutamato-cisteína ligasa (GCL), que participa en el paso limitante 
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de la síntesis de novo del GSH y 5) la conversión del fenotipo activado hacia el fenotipo 

iCEHs (116,117, 139-144). 

 

Un tercer mecanismo por el que la NAR y la CUR pueden reducir el número de células 

positivas a α-SMA y, por lo tanto, revertir la fibrosis es la inducción de la senescencia (100, 

145). 

 

Si bien no se cuentan con estudios del efecto de la NAR sobre la senescencia en la fibrosis 

hepática ni en otro sistema, se tiene información de la CUR en la inducción de senescencia 

en las CEHs. La CUR promueve la expresión de marcadores de senescencia como p16, 

p21, Hmga1 y SA- β-gal en CEHs activadas; también las detiene en el punto G0/G1 del 

ciclo celular ya que disminuye la actividad de la telomerasa y disminuye los complejos 

D1/CDK4 y E1/CDK6 que promueven la transición G0-S del ciclo celular; además la CUR 

induce senescencia de las CEHs activadas mediante la inducción del p53, el mayor 

mediador de la detención del ciclo celular y la senescencia y esto es mediado por PPAR-γ 

(146).         

 

Además 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 fibrótico, provocando su eliminación a través de la exocitosis de gránulos 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 α-SMA puede ser cualquiera de los aquí 

descritos, lo que significa que estos compuestos tienen múltiples frentes para revertir la 

fibrosis hepática. La reducción o eliminación de las CEHs es indispensable para detener la 

producción de proteínas de la MEC como la Col-1 y es un hecho claramente identificado 

durante la reversión espontánea.  
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7.2.3 La NAR y la CUR inducen la remodelación y la eliminación de la matriz 

extracelular durante la reversión hepática previamente establecida.  

 

Si bien la desaparición de las CEHs impide la síntesis y acumulación descontrolada de 

nueva MEC, esto no explica la eliminación de la MEC formada hasta antes de la 

administración de la NAR y la CUR. Además, el mantenimiento de la cantidad de MEC es 

un proceso dinámico, entonces si la síntesis de MEC disminuye y se mantiene constante la 

degradación, el resultado final es la disminución de la fibrosis. Es por ello que se deben 

estudiar proteínas como las MMPs, el CTGF y la colágena, proteínas relacionadas con la 

síntesis y la degradación de la MEC. 

 

En el estudio presente, se encontró que la administración de CCl4   por 12 semanas, causó 

un aumento significativo de las proteínas MMP13 y CTGF, así como de la actividad de las 

MMP2 y MMP9, de la síntesis de colágena total y de la Col-1. Efectivamente, la 

administración de la NAR y la CUR regresó a la normalidad estos parámetros de 

remodelación de la MEC. 

 

Se conoce que, durante el daño hepático, la actividad colagenolítica 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 colágena se acumula en el tejido hepático. Sin 

embargo, durante la reversión espontánea tras el retiro del agente dañino, los niveles de los 

TIMPs disminuyen considerablemente y las MMPs pueden ejercer su efecto retirando la 

colágena acumulada (92, 95-97, 101, 103-106).  

 

En este estudio, aunque la MMP13 aumentó aumentada durante el daño inducido por 12 

semanas con CCl4, se presume que ésta no pudo ejercer su efecto colagenolítico debido a la 

inhibición 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 remodelación de la MEC durante la reversión de la 
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fibrosis. Sin embargo, estas hipótesis deben ser confirmadas para esclarecer el efecto de la 

NAR y la CUR sobre la MMP13. 

 

Durante el daño hepático, 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, además promueven la liberación de TGF-β de la MEC (63, 103). En nuestro 

modelo, la actividad de estas dos MMPs se vio incrementada tras 12 semanas de la 

administración de CCl4, confirmando lo observado en otros reportes (92, 96). 

 

Se tiene conocimiento que durante los primeros 28 días de reversión espontánea, la 

actividad de estas MMPs permanece aumentada, aunque se haya retirado el agente 

hepatotóxico y que tras 84 días de reversión se sigue observando su actividad, no es sino 

hasta 366 días después que ésta desaparece (96). El aumento de la actividad de estas MMPs 

durante el daño hepático, mantenimiento en las primeras fases de reversión y posterior 

disminución es ampliamente reportado por otros grupos de trabajo (148-151). Esto sugiere 

que la degradación de la mayor parte de la MEC durante la reversión de la fibrosis está 

dada por las MMP9 y MMP2 y al final del proceso de reversión y degradación de la MEC, 

éstas regresan a un estado de actividad colagenolítica normal (96, 149, 151).  

 

Como se mencionó, se puede explicar que posterior a la administración de la CUR y la 

NAR se observó una actividad normal de la MMP9 y la MMP2; esto correlaciona con lo 

que pasa al final de la reversión espontánea. Aunque en el presente experimento no se 

generó una reversión espontánea sino una reversión aun con la presencia del agente 

hepatotóxico, el efecto de la NAR y la CUR sobre las MMPs es similar al observado tras 

una reversión espontánea y en menor tiempo.   

 

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

basales el CTGF, proteína que fue altamente inducida durante el daño hepático con CCl4.  
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El CTGF es secretado por las CEHs posterior a su activación y funciona como un mediador 

río abajo del TGF-β estimulando la producción de proteínas de la MEC como fibronectina, 

Col-1, laminina y glicosaminoglicanos. El CTGF también estimula la vía canónica del 

TGF-β al mejorar la unión de éste a su receptor, regulando negativamente a la Smad7 

(inhibitoria del TGF-β) e impedir que el antagonista natural del TGF-β, la proteína 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 disminución de Smad7 y la acumulación de la MEC 

presentes en la cirrosis inducida por CCl4.  

 

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 reversión de la fibrosis hepática.    

 

Respecto a la CUR, se ha reportado que ésta reduce los niveles de mRNA y la proteína del 

CTGF en el daño hepático inducido por el CCl4 (46). Estudios en las CEHs 

transdiferenciadas demuestran que la CUR de forma dependiente de la dosis causa 

reducción del mRNA, de los niveles la proteína y de su secreción, así como la reducción 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 síntesis de proteínas de la MEC y esto pudo ayudar a la 

reversión de la cirrosis previamente establecida ya que se promovió el retorno hacia el 

equilibrio entre la síntesis y la degradación de la MEC, balance que se ve alterado durante 

un proceso fibrótico, derivando en cirrosis.  

 

Hablando de los niveles de la colágena total y la Col-1 registrados durante este 

experimento, se observó que estos parámetros se elevaron considerablemente tras la 

administración de CCl4 por 12 semanas. Sin embargo, los productos naturales estudiados, 

NAR y CUR, pudieron revertir la síntesis y la acumulación de esta proteína de matriz, ya 

que éstos promovieron: 1) la eliminación de las CEHs, principales productoras de MEC y 
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2) la reducción de CTGF, implicado en la síntesis de MEC. Estos efectos en conjunto 

llevaron a la casi total remoción de las fibras de colágena existentes.   

 

Que la NAR y la CUR sean capaces de restablecer el equilibrio entre la síntesis y la 

degradación, es una característica muy importante que debe ser estudiada para conocer el 

mecanismo por el cual se lleva a cabo este efecto, así, este estudio deja abiertas muchas 

posibilidades de investigación en torno a los efectos de la NAR y la CUR en la reversión de 

la cirrosis previamente establecida.  

 

Con base en los datos anteriores se puede concluir que la NAR y la CUR promueven la 

remodelación de la MEC durante la reversión del daño hepático experimental inducido por 

CCl4. 

 

7.2.4 Efecto de la NAR y la CUR sobre la vía canónica y no canónica del TGF-β-

Smads. 

 

Se conoce que el TGF-β es una proteína implicada en la transdiferenciación de las CEHs de 

forma parácrina y luego autócrina cuando éstas empiezan a secretarlo. El TGF-β ejerce sus 

efectos profibrogénicos y de proliferación a través de la vía canónica que implica la 

fosforilación de las Smads en su carboxilo terminal, induciendo la Col-1, el CTGF, los 

TIMPs y la α-SMA. Por otro lado, la vía no canónica es activada por las MAPKs que 

fosforilan a las Smads, pero en el dominio “linker” aumentando la expresión de los agentes 

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

 

En términos generales, el CCl4 aumentó considerablemente la activación de estas dos vías 

ya que los niveles del TGF-β, la α-SMA y la Smad3 fueron incrementados, así como la 

fosforilación de la Smad3 en el “linker” y por lo tanto, su activación. Por otro lado, la NAR 

y la CUR tuvieron la capacidad de reducir estos marcadores. En el caso de la α-SMA y la 

Smad3 también fueron disminuidos sus mRNAs.  
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En otros tejidos, la NAR tiene efectos sobre la vía del TGF-β como: 1) la reducción en los 

niveles de TGF-β tisular (mRNA y proteína); 2) la disminución del mRNA y/o la proteína 

de la Smad3, con la consecuente reducción de su  fosforilación, evitando así la 

translocación nuclear de la pSmad3C y 3) reducción de la unión del TGF-β a su receptor 

específico TβRII, que conduce a la inhibición de la fosforilación de la Smad3, esto en 

cultivo de CEHs y en diferentes tejidos como páncreas, pulmón y piel, pero no se han 

estudiado los efectos del flavonoide en un modelo de reversión de la cirrosis como es el que 

aquí se presentó (36, 72, 78-81).  

 

En cuanto a la CUR, sus efectos sobre el TGF-β se pueden resumir como sigue: 1) 

reducción de mRNA y la proteína de los receptores a TβR-I y TβR-II por activación del 

PPARγ, 2) disminución de los niveles de mRNA y de proteína del TGF-β, 3) inhibición del 

aumento del mRNA y de la proteína de las Smad2 y Smad3, así como su fosforilación en la 

vía canónica y 4) reducción del mRNA y la proteína de la Col-1, la α-SMA, el CTGF y la 

fibronectina, en modelos de prevención de daño hepático y reversión en la ligadura del 

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

 

El efecto inducido sobre la vía no canónica por parte de los productos naturales tiene como 

resultado la disminución de la activación de JNK y de la fosforilación en el “linker” de la 

Smad3 por parte de la MAPK. Numerosos estudios indican que la NAR tiene la capacidad 

de disminuir la actividad/fosforilación de JNK y de otras MAPK implicadas en la vía no 

canónica (75, 128, 158, 159), esto corrobora lo obtenido en este estudio respecto a que la 

NAR redujo los niveles de pJNK durante la reversión de la fibrosis hepática. 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). Así, la NAR es capaz de 

reducir la fosforilación en el “linker” de la Smad3, adicionalmente, el compuesto redujo el 

mRNA de la Smad3, disminuyendo la proteína disponible para ser fosforilada. 

 

La activación de JNK también se vio reducida por la CUR y esto pudo ser debido a que el 

polifenol tiene los siguientes efectos sobre la vía PDGF-JNK e hígado in vivo e in vitro: 1) 
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disminuye los niveles de PDGF a nivel de mensajero y de proteína, 2) reduce la expresión 

del receptor a PDGF, el PDGF-βR, 3) inhibe la fosforilación de la tirosina cinasa del 

PDGF-βR que presenta cuando está activo y 4) bloquea la fosforilación de JNK  (41,141, 

163).  

 

Con relación a lo anterior, la CUR pudo tener influencia sobre la inhibición de la vía no 

canónica del TGF-β-Smads y reducir también la fosforilación en el “linker” de la Smad3. 

Sin embargo, la CUR no solo reduce la fosforilación en el “linker” de Smad3, también al 

mensajero y la proteína de esta Smad, aumentando su efecto inhibitorio sobre dicha vía. 

Estos mecanismos explican el potente efecto antifibrótico de este polifenol. 

 

7.2.5 Estimulación de la Smad7 por la NAR y la CUR puede inhibir la vía canónica 

del TGF-β. 

 

Como se mencionó anteriormente, la Smad7 tiene un efecto inhibitorio de la vía del TGF-β 

ya que ubiquitiniza al receptor TβRI para ser después degradado en el proteosoma. Tras la 

inducción de cirrosis con CCl4 por 12 semanas, los niveles de la Smad7 se reducen 

considerablemente, por lo que, puede que exista una desregulación y elevación de la vía del 

TGF-β sin tener ningún sistema de freno; esto es un factor muy importante para el 

desbalance de la síntesis y degradación de la MEC durante el proceso fibrótico. 

Interesantemente, el tratamiento con NAR o CUR logra elevar los niveles de esta proteína, 

hecho que puede ayudar al desarrollo de la reversión del daño hepático 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 vía del TGF-β. 

 

Algunos efectos derivados de la inhibición de la vía canónica del TGF-β por la Smad7 son 

la reducción de los niveles del mismo TGF-β, así como la disminución de la α-SMA, la 

Col-1 y el CTGF. Estos efectos pueden conducir a la desactivación de las CEHs ya que se 

reduce la autoestimulación por el TGF-β.  
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Si bien se cuenta con algunos reportes sobre el efecto benéfico de estos productos naturales 

sobre el daño hepático (45,72, 155), es indispensable incrementar las investigaciones sobre 

el efecto que produce la inducción de la Smad7 ya que podría ser un importante blanco 

terapéutico para propiciar la reversión de la cirrosis hepática.   

 

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 endógenos como el 

GSH; éste fue reducido durante el desarrollo de la fibrosis hepática, pero fue restablecido 

tras la reversión del daño.    

 

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 síntesis de GSH y 2) por la regulación 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 expresión de las dos subunidades de la GCL (GCLc y GCLm) en CEHs (157).   

 

7.2.7 La NAR y la CUR normalizan los marcadores bioquímicos de daño hepático y el 

glucógeno. 

 

Como resultado de la administración crónica de CCl4, los marcadores bioquímicos de daño 

hepático ALT, FA y γ-GTP fueron elevados considerablemente, denotando colestasis y 

necrosis en el hígado cirrótico. Además, el glucógeno fue reducido varias veces con 

respecto al grupo control, por lo que, se contaba con un órgano poco funcional. La 

administración de NAR o CUR pudo revertir estos resultados indicando que, como 

resultado final de la reversión inducida por los productos naturales, se obtuvo un hígado 

sano y funcional. 
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8 CONCLUSIONES 

 
Los resultados obtenidos en este trabajo en el que se evaluó el mecanismo de acción de la 

NAR en la prevención de un daño hepático experimental y los efectos de la NAR y la CUR 

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

 

Modelo de prevención 

 

1.- La NAR previno el daño hepático crónico 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 inflamación causada por el CCl4.   

3.- El flavonoide es capaz de prevenir el desarrollo de la fibrosis por inhibir vías 

profibrogénicas como la del TGF-β-Smad3 y la de JNK-Smad3. 

4.- La NAR puede ser una opción terapéutica en la prevención de la cirrosis en humanos, 

previos estudios pertinentes de la toxicidad de la misma. 

  

Modelo de reversión  

 

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 disminución del GSH.  

3.- Los productos naturales NAR y CUR revirtieron la pérdida de la función biosintética del 

hígado. 

4.- La fibrosis fue revertida por la NAR y la CUR debido a que restablecen los niveles 

normales de marcadores fibróticos. 

5.- La NAR y la CUR tuvieron efectos antiinflamatorios en el modelo de reversión de la 

cirrosis previamente establecida. 

6.- La NAR y la CUR inhibieron y revirtieron el efecto profibrogénico de las vías TGF-β-

Smad3 y la de JNK-Smad3. 
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7.- La NAR y la CUR pueden ser utilizadas en tratamientos de reversión de la cirrosis 

previos estudios de seguridad. 

  

9 PERSPECTIVAS 

 

De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo, quedan algunas incógnitas sobre los 

efectos de la NAR y la CUR en la prevención 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 α-

SMA en las CEHs.  

 

2.- Estudiar el posible efecto proapoptótico 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 reversión de la cirrosis hepática in vivo. 

 

4.- Investigar la posible implicación de la NAR y la CUR en la reversión del fenotipo de las 

CEHs activadas hacia un fenotipo intermedio y si esto interviene en el efecto de estos 

polifenoles en la reversión de la cirrosis. 

 

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

reversión de la cirrosis hepática. 

 

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

MEC. 
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