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RESUMEN

En este trabajo se evaluaron los efectos antioxidantes y las propiedades antifibroticas y anti
necroticas de la hesperidina y la L-teanina; ademas se investigd el papel del factor de
transcripcion kB (NF-«xB), la regulacion del factor de crecimiento transformante-f3 (TGF-f)
y del factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF) sobre la cirrosis inducida con CCl,.
El dafio hepético se produjo por la administracion intraperitoneal de CCl; en ratas (0.4
o/kg) i.p, tres veces por semana, durante ocho semanas). Las dosis de tratamiento para cada
compuesto fueron: la hesperidina (200 mg/kg) se administré via intragastrica y la L-
teanina (8,0 mg/kg) se afiadié al agua de bebida durante 8 semanas. Se evaluo la expresion
del NF-xB, TGF-B, CTGF, IL-10, IL-1B e IL-6 utilizando la técnica de western blot. Se
determinaron las actividades enzimaticas de la ALT y la y-GTP, asi como, el contenido de
glucdgeno, la razén GSH/GSSG, el grado de peroxidacion lipidica, y la fibrosis
(cuantificando el contenido de hidroxiprolina y el andlisis histopatolégico). Los resultados
mostraron que el CCl, incrementé las actividades enzimaticas de ALT y y-GTP, la
peroxidacion lipidica del higado, el contenido de hidroxiprolina; por otro lado, los niveles
proteicos de NF-xB, TGF-B, CTGF, IL-1p, IL-10, IL-6 y MMP-13 se incrementaron;
mientras que el contenido de glucégeno y la relacion GSH/GSSG se redujeron. La
hesperidina disminuyd significativamente las alteraciones producidas por el CCly, excepto
en el caso de IL-10, la cual se aumentd benéficamente. El grupo que recibio hesperidina
solamente mostrd disminuciones en la peroxidacion lipidica, NF-xB, IL-1B, CTGF, y un
aumento en la IL-10. Por su parte, la L-teanina previno significativamente el incremento de
las actividades enzimaticas asi como la expresion de NF-xB y de las citocinas pro-
inflamatorias (IL-1B, IL-6) y pro-fibrogénicas (TGF-B, CTGF); la L-teanina aumento la
expresion de IL-10, y de la enzima fibrolitica: MMP-13. Para ambos compuestos se
observé una disminucion de los niveles de mRNA de los genes TGF-f y CTGF. El
contenido de hidroxiprolina del higado y los resultados del analisis histopatologico fueron
congruentes con los hallazgos bioguimicos y moleculares. Este estudio muestra que tanto
la hesperidina como la L-teanina previnieron la cirrosis inducida por CCl, en ratas. El
mecanismo de accion de estos compuestos probablemente esté asociado a su capacidad para

reducir el estrés oxidativo y modular las sefiales proinflamatorias y profibroticas.
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SUMMARY

The anti-oxidant, immunomodulatory, anti-necrotic and anti-fibrotic effects of hesperidin
and L-theanine were evaluated in this work as well as the role of NF-xB activation and
regulation of TGF-p and CTGF were investigated on CCls-induced cirrhosis. Liver damage
was produced by giving CCl, injections (0.49/Kg, i.p., three times per week, for eight
weeks) to rats. Hesperidin (200 mg/Kg) was administered by using gavage and L-theanine
(8.0 mg/Kg) was added to the drinking, water, both during 8 weeks. The expression of NF-
kB, TGF-B, CTGF, IL-10 and IL-1p were assessed through western blotting. Alanine
amino transferase (ALT) and y-gluthamyltranspeptidase (y-GTP) serum activities, also liver
glycogen content, reduced/oxidized glutathione (GSH/GSSG) ratio, lipid peroxidation
degree, and fibrosis (using hydroxyproline content and a histopathological analysis) were
measured. The results showed that CCl, increased the enzymatic activities of ALT and vy-
GTP, liver lipid peroxidation, hydroxyproline content. Additionally NF-xB, TGF-p, CTGF,
IL-1B, and IL-10 levels were increased; while the glycogen content and GSH/GSSG ratio
were decreased.

Hesperidin significantly decreased the negativemodifications produced by CCl,, except as
the case of anti-inflammatory IL-10, which was further increased by the flavone. The group
that received hesperidin alone showed decreases in lipid peroxidation, NF-«xB, IL-1B
CTGF, and IL-1p and an again increase in 1L-10. A decrement of mRNA levels of these
proteins agreed with the expression levels of profibrogenic cytokines. The results of the
histopathological analysis were in agreement with the biochemical and molecular findings.
L-theanine prevented the increment of enzymatic activities as well as NF-kB expression.
Pro-inflammatory (IL-1p, IL-6) and pro-fibrotic (TGF-B, CTGF) cytokines were down-
regulated by L-theanine. A decrement of mMRNA levels of these proteins agreed with the
expression levels. L-theanine increased the expression of the anti-inflammatory cytokine:
IL-10, and the fibrolytic enzyme: metalloproteinase-13. The liver hydroxyproline content
and the histopathological analysis demonstrated the anti-fibrotic effect of L-theanine.

In summary, this study showed that hesperidin and L-theanine prevented CCl,-induced
cirrhosis in rats. The action mechanism of these compounds are associated with their ability
to reduce oxidative stress and modulate proinflammatory and profibrotic signals.
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1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

Las enfermedades hepaticas constituyen uno de los grandes problemas en el mundo entero
y en los dltimos afios ha sido una de las diez primeras causas méas frecuentes de muerte
tanto en paises desarrollados como en el tercer mundo®. Las patologias del higado son un
grupo de trastornos que producen alteraciones en las principales funciones de este 6rgano
como son: la produccion de bilis, el almacenamiento de energia, la coagulacion, el
crecimiento, etc?. El dafio al higado puede ser agudo o crénico. La consecuencia del dafio
crénico mas importante de las enfermedades hepaticas es la cirrosis, enfermedad progresiva
y fatal, en la que la fibrosis del higado es secundaria a una reaccion inflamatoria cronica, y
conduce a graves alteraciones en su funcién metabdlica y circulacion sanguinea. En estado
avanzado, el dafio es considerado irreversible, el 6rgano intercambia las células normales
por tejido fibrético o cicatricial y en consecuencia pierde sus funciones®.

Las principales causas de la cirrosis son: el alcoholismo, el virus de la hepatitis C y B, la
hepatitis autoinmune, el bloqueo de las vias biliares, la exposicion prolongada a farmacos o
sustancias toxicas y las infecciones parasitarias que también pueden culminar en un dafio
cronico”.

En la actualidad, no existe tratamiento efectivo para combatir las enfermedades hepéticas
cronicas, por lo que el objetivo a largo plazo de la investigacion es prevenir o revertir el
dafio hepético. Sin embargo, existe una concordancia general en que el nimero de farmacos
utiles para las enfermedades hepaticas no es suficiente. En contraste, existen muchos
compuestos de origen herbolario, que han sido estudiados por sus propiedades para
prevenir o curar el dafio hepatico®. Sin embargo, muchos de esos compuestos no han sido
bien caracterizados o requieren de mas estudios basicos y clinicos; y algunos otros son de
reciente descubrimiento®, por lo que es necesario demostrar su beneficio potencial y real en
las enfermedades hepaéticas.

La industria farmacéutica actual, se ha basado en los conocimientos pretéritos y
tradicionales del uso de plantas como recurso terapéutico natural, para la sintesis y el
desarrollo de farmacos. Sin embargo, los procesos de verificaciéon cientifica de estos

productos tradicionales continGan hoy con el descubrimiento constante de nuevas
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aplicaciones y que se postulan como alternativas en el tratamiento de diversas patologias, lo
cual hace necesario el conocimiento de las propiedades terapéuticas de estos compuestos.
Los compuestos extraidos de plantas o frutos son denominados principios bioactivos que
constituyen muchas veces los ingredientes primarios utilizados por laboratorios
farmacéuticos. Algunos compuestos son un punto de partida en el desarrollo de formas
comerciales que seran patentadas para su uso terapéutico. Se estima que un 25% de los
farmacos prescritos en el mundo entero son derivados de plantas y alrededor de 121
extractos son utilizados como principios activos®. Los recursos vegetales con propiedades
terapéuticas para la preparacion de extractos estandarizados de las plantas, de sus 6rganos o
partes de sus 6rganos son denominados fitofarmacos®. Los fitofarmacos alcanzan un papel
relevante en la terapéutica moderna y pueden ser utilizados con fines preventivos o de
tratamiento de las mas diversas patologias®. Dia a dia se suman importantes investigaciones
clinicas y se descubren o confirman numerosos efectos benéficos, muchos de ellos ya
conocidos por culturas milenarias.
En Meéxico, una gran proporcion de la poblacion confia fuertemente en las practicas
tradicionales y en las plantas medicinales para tratar sus necesidades de salud®. Las
enfermedades hepaticas cronicas, aumentan dia a dia en nuestro pais y en el mundo entero;
ante el crecimiento descontrolado de este tipo de enfermedades, surge la necesidad de
buscar y estudiar nuevas alternativas de tratamiento basadas en compuestos de origen
herbolario, dos compuestos de este tipo son la hesperidina y la L-teanina.

1.2. El higado

El higado es el 6rgano méas voluminoso del cuerpo, constituye aproximadamente del 2 al
5% del peso corporal en el adulto y el 5% en el neonato, se encuentra ubicado en la parte
més alta de la cavidad abdominal, especificamente en el hipocondrio derecho®’.

En su parte superior, el higado colinda con el diafragma y la duplicacién peritoneal
diafragmatica constituye el ligamento coronario. A partir de la parte media del ligamento
coronario se origina otro repliegue peritoneal, el llamado ligamento falciforme, que se
extiende desde el higado hasta la pared abdominal anterior. Su insercion en el higado lo
divide en el I6bulo derecho y el izquierdo segun la anatomia cléasica y dos I6bulos
accesorios, el cuadrado y el caudado de acuerdo a los pliegues peritoneales y fisuras de la

superficie® (figura 1).
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Figura 1. Anatomia del higado humano.
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El higado se divide en dos sectores y ocho segmentos con suministro sanguineo aferente y
eferente independientes y canales biliares sin circulacion colateral entre los segmentos’.
Estos ultimos estan numerados en el sentido del reloj del 2 al 8, con el I6bulo caudado
como una parte autbonoma o segmento. La organizacion estructural del higado refleja sus
importantes funciones. Este drgano es Unico en el cuerpo, estd dotado de funciones
especificas, entre el tracto digestivo y el resto del cuerpo. La razén de esta interposicion es
porgue el higado esta provisto con un suministro sanguineo dual, es el primer érgano que
tiene contacto con la sangre del intestino; recibe la sangre de la vena porta rica en nutrientes
y pobre en oxigeno en adicion a su vascularizacion por la arteria hepatica® (figura 2). Las
funciones que desempefia este 6rgano, son vitales por lo que sus patologias cobran vital
importancia en el campo de la investigacion, para el entendimiento tanto de la enfermedad

como su desarrollo.
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1.3. El lobulillo hepético.

La unidad funcional basica del higado es el lobulillo hepatico, una estructura hexagonal de
varios milimetros de longitud y de 0.8 a 2 milimetros de diametro. El higado humano
contiene entre 50, 000 y 100, 000 lobulillos.” El lobulillo hepético, el cual se ilustra en la
figura 3, se constituye alrededor de una vena central que desemboca en las venas hepéticas
y luego, en la vena cava. El propio lobulillo se compone en esencia, de multiples placas
celulares hepaticas, que se alejan de la vena central como los radios de una rueda. Cada
placa hepatica suele estar formada por dos células y entre las células adyacentes se
encuentran pequefios canaliculos biliares que drenan en los conductos biliares, en los

tabiques fibrosos que separan los lobulillos hepéticos adyacentes®.
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Figura 3. Estructura basica del lobulillo hepatico.

I.4. Los tipos celulares del higado.

El higado se compone de cinco diferentes tipos celulares que abarcan cerca del 80% de su
volumen, el 20% restante lo ocupan los espacios extracelulares y los componentes de la
matriz extracelular. Los hepatocitos son las células mas grandes y las mas abundantes ya
que constituyen el 60 o el 70% de la masa hepaética, es decir, casi alrededor de las dos
terceras partes del mismo; los otros cuatro tipos celulares se conocen como celulas no
parenquimatosas o sinusoidales y son menores en tamafio, estas son: las células de Kupffer,

las células de Pit, las células de Ito o estelares y las células endoteliales®.
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1.4.1. Los hepatocitos.

Los hepatocitos son células poligonales de 20-30um de didmetro, se disponen
laminarmente, de una o dos células de espesor. Segun su localizacion dentro del lobulillo,
manifiestan diferentes propiedades estructurales, histoquimicas y bioquimicas. Ademas, no
solo hacen contacto entre ellas, sino que bordean un espacio (el espacio de Disse) y por esto
se dice que el mismo hepatocito tiene distintos dominios dentro de su citoplasma. La
funcién de los hepatocitos es de reserva de metabolitos, almacenan lipidos, glucdgeno,
aminoacidos, vitaminas, etc. Son células de secrecion endégena y exdgena, ya que secretan
bilis hacia la vesicula biliar y muchas otras sustancias a la circulacion sanguinea. Viven
alrededor de 150 dias’. En roedores, la capacidad regenerativa del higado después del dafio
(ya sea por farmacos hepatotdxicos o reseccion hepatica) es alrededor del 75%. Esta

capacidad en humanos es mucho menor’.

1.4.2. Las células de Kupffer.

Las células de Kupffer son los macrdéfagos residentes del higado y se cree que son
migratorias ya que no establecen uniones intercelulares con las células vecinas. Se
relacionan con las células del revestimiento sinusoidal. Su funcién consiste en fagocitar
parasitos, virus, bacterias y macromoléculas (como inmunocomplejos y endotoxinas
bacterianas) por endocitosis mediada por receptores. Por lo tanto, estas células constituyen
una poderosa e importante barrera fagocitica para las toxinas y los microorganismos
provenientes del intestino. Una vez activadas, estas células secretan numerosos productos
con potentes efectos bioldgicos, incluidas proteasas y citocinas con influencia sobre el

parénquima y otras lineas celulares sinusoidales”.

1.4.3 Las células de Pit.

Se sitlan en la pared sinusoidal y por su polaridad estan en relacion, principalmente con las
células endoteliales, pero también se encuentran, a veces, entre una célula endotelial y una
célula de Kupffer. Son células con pseudopodos citoplasmaticos que penetran en el
revestimiento endotelial y que interdigitan con las microvellosidades de los hepatocitos'’.

Pertenecen a los grandes linfocitos granulares con actividad de células asesinas naturales.
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Parecen tener, por su localizacion, un rol defensivo contra infecciones virales y metastasis

tumoral®.

1.4.4 Las células estelares.

Las células estelares (HSC ¢ células de Ito) fueron identificadas originalmente por Wilhelm
Kupffer en el afio de 1870, redescubiertas por Ito y Remoto, en 1952, y confirmadas por
microscopia electronica por Yamagishi, en 1959. Estas células ocupan una localizacion
perisinusoidal, es decir, se encuentran alrededor del sinusoide y constituyen un tercio de las
células no parenquimatosas del higado. Son las principales almacenadoras de vitamina A en
el organismo; en el higado normal, no son proliferativas, y en condiciones normales se
encuentran en estado quiescente pero ante cualquier estimulo inflamatorio, sufren una
transdiferenciacion y se convierten en las principales productoras de las proteinas
proinflamatorias y profibréticas, liberadas por el dafio a los hepatocitos y pueden modular
la inflamacién crénica a través de la secrecion de citocinas®. Las HSC juegan un papel en el
mantenimiento de la matriz extracelular por la sintesis y la secrecion de sus componentes
normales y su degradacion por las proteasas. Asi, las HSC tienen cuatro funciones
principales en el higado normal® ®;

1)  Produccién y mantenimiento de la matriz extracelular,

2)  Control del tono microvascular,

3)  Almacenamiento de retinoides,

4)  Control de la regeneracion en el higado normal y en la respuesta a la

Nnecrosis.

1.4.5. Las células endoteliales.

Las células endoteliales son células de superficie lisa que recubren el endotelio vascular
intrahepatico y desempefian diversas funciones en varias reacciones biologicas, incluyendo
el transporte activo, la coagulacion, la fibrinolisis, la inflamacion, y la respuesta inmune, la
regulacién de la presion sanguinea, la angiogénesis, el metabolismo de lipidos, y la sintesis

de componentes estromales; son similares a las células del endotelio vascular en general®®.
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I.5. La circulacién hepética.

La circulacion sanguinea del higado es de naturaleza dual. Sirve para la distribucion
intrahepatica de la sangre, se compone de la arteria hepatica, a presion elevada, y de la vena
porta, a baja presion, que estan perfectamente armonizadas. Los sinusoides hepaticos
difieren de los otros capilares en que tienen una permeabilidad mayor para las proteinas®.
Aproximadamente, el 80% de la sangre que entra al higado es pobre en oxigeno y rica en
nutrimentos, proveniente de la vena porta. Por otro lado, la sangre proveniente de la arteria
hepética es altamente oxigenada. Una vez en el higado, la sangre de estos dos vasos se
mezcla y recorre el higado a través de los sinusoides hepéticos para alcanzar las venas
centrolobulillares, las que drenan hacia venas sublobulillares que por medio de las venas
hepéticas o supra hepaticas, se vacian en la vena cava inferior, y de ahi a la circulacion
sistémica y pulmonar. Tanto la vena porta como la arteria hepatica, convergen en el hilio

hepético junto con los ductos biliares®. (figuras 4 y 5).
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Figura 4. Distribucion de los vasos hepaticos y los conductos biliares.
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1.6. Las funciones del higado.

El higado es una glandula mixta exocrina y endocrina, cuyas funciones son efectuadas en
gran parte por los hepatocitos. El higado es un 6rgano muy versatil, debido a que mantiene
una posicion estratégica entre la circulacion intestinal y la general, y de acuerdo con sus
dimensiones alberga una gran cantidad de sangre y liquido extracelular, el higado ejerce
una influencia principal sobre el volumen y los constituyentes de la sangre circulante. El
higado actla como una esponja que puede llenarse 0 congestionarse 0 vaciarse y causar una
sobrecarga a la circulacion pulmonar?. La accién de filtro del higado se deriva también de
su peculiar localizacion anatémica, ya que todos los elementos nutritivos, asi como las
materias nocivas absorbidas por los intestinos son aportados al higado a través del sistema
portal®. La funcién exocrina del higado es la de producir la bilis. Por otro lado, la funcién
endocrina consiste en la regulacion de los niveles de glucosa en sangre en presencia de
insulina y en la sintesis de una gran variedad de productos (la albimina, el fibrindgeno, la
mayor parte de las globulinas, las proteinas de la coagulacion, las lipoproteinas plasmaticas,
etc.).

1.6.1. El almacenamiento de las vitaminas.

En los seres humanos, el higado actia como el principal depésito de vitamina A, tanto que
podria prevenir su deficiencia por 10 meses. El retinol (vitamina A preformada) se
transporta del higado a otros sitios del cuerpo mediante una proteina especifica, la proteina
fijadora de retinol (PFR). La carencia de esta proteina puede influir en el almacenamiento
de vitamina A y reducir la sintesis de la PFR.’También almacena (aunque en cantidades
menores) vitamina B12 y vitamina D, pudiendo prevenir su deficiencia por 12 y 4 meses,

respectivamente’.
1.6.2. La elaboracidn de la bilis.

La funcion excretora de este organo consiste en la elaboracion y la eliminacion de la bilis
por las vias biliares, la bilis es elaborada también por las células epiteliales hepaticas y
contiene los pigmentos biliares caracteristicos, las sales de los acidos biliares, el colesterol

y otros numerosos componentes. Se excreta en los capilares biliares y abandona el higado a
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través del sistema de conductos biliares intrahepaticos y alcanza el duodeno a través de los

conductos biliares extrahepéticos’ (figura 4).

1.6.3. El metabolismo de los carbohidratos.

Dentro del metabolismo de los carbohidratos, el higado es especialmente importante para el
mantenimiento de la glucemia dentro de los limites normales. ElI almacenamiento de
glucdgeno permite al higado extraer el exceso de glucosa en sangre, almacenarlo y luego
devolverlo a la sangre cuando la glucemia empieza a descender de manera peligrosa. La
gluconeogénesis hepatica se ocupa, por su parte, del mantenimiento de la glucemia dentro
de la normalidad, puesto que solo se activa de forma importante cuando la concentracion
de glucosa desciende por debajo de los valores normales. Entonces, grandes cantidades de
aminoéacidos y de glicerol de los triglicéridos se convierten en glucosa y contribuyen a

mantener la glucemia dentro de limites normales’.

1.6.4 El metabolismo de las grasas.

Aunque el metabolismo de las grasas puede ocurrir en casi todas las células de la economia,
algunos aspectos del mismo se producen con mayor rapidez en el higado que en las demas
células. Las funciones especificas del higado en el metabolismo de los lipidos son las

siguientes:

. Un porcentaje elevado de la beta-oxidacion de los &cidos grasos y la
formacion de acido acetoacetico.

o Formacidn de la mayor parte de las lipoproteinas.

o Formacion de cantidades considerables de colesterol y fosfolipidos.

o Conversion de grandes cantidades de carbohidratos y proteinas en grasas.

Cerca del 80% del colesterol que se sintetiza en el higado se convierte en sales biliares que
se segregan a la bilis; el resto se transporta con las lipoproteinas por la sangre hacia las
células de los tejidos. Los fosfolipidos también se sintetizan en el higado y se transportan

sobre todo con las lipoproteinas. Las células utilizan el colesterol y los fosfolipidos para
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formar las membranas, las estructuras intracelulares y numerosas sustancias quimicas

esenciales para el funcionamiento celular.*
1.6.5. EI metabolismo de las proteinas.

La sintesis hepatica de urea elimina el amoniaco de los liquidos corporales. Mediante la
desaminacion se producen grandes cantidades de amoniaco. Asi pues, si falla el higado para
sintetizar urea, la concentracion plasmatica de amoniaco se eleva con rapidez y provoca un
coma hepético y la muerte* ’. En principio, casi todas las proteinas del plasma, con
excepcion de algunas gammaglobulinas, se forman en las células del higado, es decir,
alrededor del 90% de todas las proteinas plasmaticas. Por otro lado, las sustancias formadas
en el higado para la coagulacion son el fibrindgeno, la protrombina, la globulina

aceleradora, el factor VII y algunos otros factores.

1.6.6. La detoxificacion de los xenobioticos y los farmacos.

La funcion de detoxificacion del higado es realizada por una variedad de reacciones
quimicas tales como la oxidacion, la metilacion, la acetilacién, la esterificacion y la
conjugacion con acido glucoronico y glicina, de las cuales, especialmente la Gltima ha sido

utilizada en el diagndstico funcional de las enfermedades del higado®.

1.7. El dafio hepatico.

Las funciones del higado pueden alterarse y producir enfermedades hepaticas. Las
alteraciones de la funcionalidad hepatica pueden darse de manera aguda (hepatitis) o
cronica (fibrosis, cirrosis) dependiendo del agente etioldgico y del tiempo de exposicién a

dicho agente'?.

1.7.1 El dafio agudo.

El dafio hepatico agudo ocurre cuando se produce un dafio masivo al higado, lo que
produce la pérdida subita de masa hepatica funcional hasta en un 70%. La necrosis del
tejido hepatico es caracteristica de este tipo de dafio™.

26 |



La hepatitis es una enfermedad inflamatoria que afecta al higado. Su causa puede ser
infecciosa (viral, bacteriana, etc.), inmunitaria (por autoanticuerpos, hepatitis autoinmune)
0 toxica (por ejemplo por alcohol, venenos o farmacos). Hay virus especificos para la
hepatitis (virus hepatotropos), es decir, aquellos que sélo provocan hepatitis. Existen
muchos tipos de virus pero los mas importantes son los virus A, B, C y, en menor medida,

el Dyel E; Fy G son los tltimos descritos y los menos estudiados™" 2.

1.7.2. El dafo cronico.

El dafio crénico estd caracterizado por un dafio moderado a los hepatocitos de manera
periddica, lo que conduce al desarrollo de la fibrosis, que progresa a cirrosis, si persiste el
agente que produce el dafio*?.

La cirrosis es un padecimiento crénico caracterizado por un dafio generalizado, formacion
de nodulos de regeneracion y fibrosis que distorsionan la arquitectura del higado.
Secundarios a las alteraciones anatémicas, hay disturbios funcionales y hemodinamicos.*
En la cirrosis se acepta que la regeneracion nodular del parénquima hepatico y la aparicion
de tabiques fibrosos de tejido conectivo producen trastornos de la circulacién hepatica, con
reduccion de la masa de hepatocitos, inflamacién y necrosis en diferentes grados*.

La cirrosis resulta de la alteracion de la homeostasis del higado por uno o més de los
muchos agentes biolégicos o quimicos conocidos como causantes del dafio hepético
definido como una alteracion funcional en cualesquiera de las células que componen el

sistema hepatico sin tener en cuenta si producen muerte celular'?,

1.8. Mediadores moleculares del dafio hepatico.

La patogénesis del dafio hepatico y la fibrosis involucran complicadas interacciones entre
las diferentes poblaciones de células presentes en el higado, factores solubles como
citocinas y la matriz extracelular. Diversas citocinas como el factor de necrosis tumoral—o
(TNF-a), asi como las interleucinas 1B, 6, 10 (IL-1pB, IL-6 e IL-10) participan en el dafio
de los hepatocitos y de las células endoteliales del sinusoide. El factor de crecimiento
transformante-p (TGF-B) y el factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF) se
consideran citocinas fibrogénicas que contribuyen a la activacion de las HSC que son el

tipo de células responsables de aumentar la produccion de la matriz extracelular durante el
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proceso fibrogénico™. Las células de Kupffer parecen ser las responsables de mediar la
segunda fase de la necrosis hepatocelular. La produccion de citocinas en el higado depende
frecuentemente de su liberacion de las células de Kupffer como una respuesta temprana a

un estimulo inicial**.

1.8.1. Factor de transcripcion nuclear kappa B (NF-«xB).

El factor transcripcional kB (NF-xB) juega un papel central en la homeostasis del higado,
en la patofisiologia y en la regulacién de eje inflamacion-fibrosis-cancer'®. Desde su
descubrimiento en 1986, el NF-xB ha recibido mucha atencion debido a su activacion por
diversos estimulos y los diversos roles que desempefia en la homeostasis del tejido, asi
como control del desarrollo de la enfermedad, y en la regulacion de la supervivencia celular
y en la activacién de las respuestas inmunoadaptativas e innatas™ *°. EI NF-xB est&
constituido por dos subunidades: una de 50 kDa, (subunidad p50) y una de 65 KDa,
(subunidad p65), también conocida como RelA. EI NF-kB es un heterodimero que se
encuentra inactivado en el citoplasma al estar unido a la subunidad inhibitoria 1kB. La
fosforilacion, iniciada por eventos tales como la union de TNF-a. a su receptor, seguida por
la degradacion de IxB por proteosomas, desencadena la activacion del NF-xB. Después de
la degradacion de 1kB, el dimero p50/p65 se activa y se transloca al nGcleo y se une a la
secuencia motivo consenso de DNA de sus muchos genes inducibles™ ! (figura 6).

El NF-kB regula la transcripcion de genes que participan en la mayoria de las respuestas
inflamatorias. Este factor regula la expresién de varias citocinas proinflamatorias, entre las
que se encuentran el propio TNF-o. y la IL-1B, lo que amplifica la respuesta inflamatoria.™
Diversos reportes sugieren que el factor NF-kB puede ser un candidato que vincula el dafio
hepéatico celular y el estrés oxidativo con un incremento en la produccién de citocinas

citotoxicas™ ',
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Figura 6. Via de activacion del factor transcripcional NF-xB.

1.8.2. EI TGF-B.

El TGF-B es el miembro mejor estudiado de una familia de factores de crecimiento celular,
ubicuos, multifuncionales y esenciales para la supervivencia, que tienen un papel
importante para el desarrollo embrionario, la proliferacion celular, la inflamacién, la
reparacion de los tejidos y la respuesta inmunitaria®® *°. Durante los afios ochenta, fue
descubierto por Anita Roberts y Michael Sporn como un factor que hacia crecer células
normales en cultivo. Existen 5 isoformas de TGF-B en diferentes organismos. EI TGF-3
pertenece a una superfamilia de factores de crecimiento que incluye tres isoformas para
TGF-B (1,2,3) y otros factores variados, como la BMP, las activinas, las inhibinas y la
hormona antimiilleriana®® ~%. La molécula mayormente estudiada es TGF-B1y es la que se

utiliza como factor de referencia®®
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EL TGF-B es una proteina homodimérica producida por una gran variedad de células,
como plaquetas, células endoteliales, linfocitos y macrofagos. Se sintetiza como un
precursor inactivo, que debe ser escindido proteoliticamente para generar la proteina activa.
Esta se une a dos receptores celulares (tipo | y 1) con actividad serina-treonina cinasa, y
desencadena la fosforilacion de factores citoplasmaticos denominados smads, de los que
existen diferentes formas (1,2,3,5,8). El TGF-B tiene diversos efectos, a veces opuestos, en
funcién del tipo de tejido afectado y el tipo de dafio. Se encuentra en todos los tejidos, pero
de manera particular y abundante en hueso, pulmdn, rifién, y placenta; es producido por
muchos de los tipos celulares parenquimales, linfocitos, monocitos, macréfagos vy
plaquetas. Ademés, el TGF-B tiene potentes efectos sobre la acumulacion de los
componentes de la matriz extracelular, de tal forma que puede asi desempefiar ciertos roles
en la regulacion del crecimiento y el metabolismo de las células del higado y en el
desarrollo de la fibrosis. EI TGF-B ejerce su accion sobre las células diana a través de la
unién a receptores de la superficie celular®®. En general, la liberacion y activacion de esta
citocina estimula la produccién de varias proteinas de matriz extracelular e inhibe la
degradacion de esas proteinas, aunque existen excepciones a la regla. Por ejemplo, puede
contribuir a la reparacion del tejido bajo ciertas condiciones. En algunos casos, el TGF-8
se encuentra sobreexpresado, tal es el caso de la hepatectomia y en enfermedades
hepéticas®, lo que contribuye al exceso patoldgico de tejido fibrético y en consecuencia la

funcién normal del 6rgano se encuentra comprometida.

1.8.3. Las interleucinas IL-1f3, IL-6, IL-10.

Las citocinas o interleucinas son proteinas que regulan la funcién de las células que las
producen u otros tipos celulares. Son los agentes responsables de la comunicacion
intercelular, inducen la activacion de receptores especificos de membrana, funciones de
proliferacion y la diferenciacion celular, la quimiotaxis, el crecimiento y la modulacién de
la secrecion de inmunoglobulinas.

El nombre genérico “interleucina” fue propuesto en 1979 para factores producidos y
liberados por linfocitos T activados que actian sobre otros linfocitos para producir efectos
bioldgicos. De hecho, el grupo de interleucinas también incluye especies producidas

primariamente por células de otros linajes hematopoyéticos, tales como los monocitos®.
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Existen dos formas para la IL-1: la IL-1a y la IL-1p, ambas son sintetizadas como proteinas
precursoras mas grandes de las cuales las moléculas activas se derivan por ruptura
proteolitica. La IL-1P tiene una masa molecular nativa de 17.3 kDa y es producida por
monocitos y muchos otros tipos celulares. Hay dos tipos de receptores para IL-1pB, de alta y
de baja afinidad y se hallan presentes en una amplia variedad de tipos celulares,
proveyendo a esta citocina un papel universal en la regulacion de las actividades celulares,
en general, la IL-1P media dos clases de efectos, la estimulacion de las respuestas inmunes
(incluyendo la induccion de la sintesis de otras citocinas) y la produccion de las respuestas
inflamatorias como la de las prostaglandinas®. La IL-1pB se correlaciona fuertemente con
TNF-a y se dice que comparten varias similitudes en sus efectos®’. La IL-6 tiene una masa
molecular de 21 kDa, es sintetizada por linfocitos T, monocitos y muchos otros tipos
celulares, lo que la convierte en una de las citocinas mas ubicuas y activas. Muchos agentes
aparentemente no relacionados, incluyendo virus, LPS bacteriano, IL-1 y ésteres de forbol,
pueden conducir a la sintesis y secrecion de IL-6. Esta citocina tiene un receptor
ampliamente distribuido y su activacion promueve actividades biol6gicas tan variadas que
es dificil predecir cuales son de mayor importancia; por ejemplo, cabe mencionar que la IL-
6 es el mayor inductor de proteinas de fase aguda en el higado en respuesta a un dafio o a la
inflamacion y que este evento crucial esta4 regulado por el TNF-a®. En los pacientes
cirroticos y hepatiticos se observan niveles séricos altos de citocinas proinflamatorias
importantes como las interleucinas 1L-6 e IL-1B, producidas por células no
parenquimatosas del higado®’. Ambas citocinas, la IL-6 y la IL-1B, se elevan en sangre
durante el dafio séptico inducido por un reto con endotoxina (o lipopolisacéarido, LPS) en
ratas cirroticas, las que son mas susceptibles a tal agente toxico®® %°. IL-6 e IL-1p median la
aparicion endégena de promotores e inhibidores del estrés oxidativo en higado®.
Importantemente, ambas interleucinas modulan a las células estelares que producen la
colagena y a otras citocinas durante los procesos fibrogénicos en la cirrosis®.

La IL-10 es una citocina antiinflamatoria por excelencia y es quizas la mas potente e
importante. Esta citocina fue identificada en 1989 como un inhibidor de la sintesis de
citocinas producido por un subgrupo de linfocitos T murinos denominados células T-
helper-2 (Th2). Tiene una masa molecular de 18.5 kDa y es una citocina con una amplia

actividad inmunoreguladora. Es producida por muchos tipos celulares incluyendo
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monocitos, macrofagos, linfocitos T, células B, células dendriticas, células troncales y
varias lineas celulares tumorales. Sus principales funciones biologicas son limitar y
terminar las respuestas inflamatorias, bloquear la secrecion de citocinas proinflamatorias y
regular la diferenciacion y proliferacion de muchas células inmunologicas como las T y B,
naturales asesinas, entre otras. La IL-10 actua sobre receptores especificos; en el humano la
IL-10 se enlaza a un complejo tetramerico de dos receptores. Los receptores generan su
seflal por medio de la cinasa Janus-1 y el transductor de sefial y activador de la
transcripcion 3 (JAK1-STAT3) y activa al supresor de sefializacién de citocinas-3 (SOCS-
3) para inhibir finalmente a la misma via que le dio origen. Se sabe que algunos de los
efectos de la IL-10 pueden ser explicados por las acciones inhibitorias sobre el factor de
transcripcion NF-kB*L. La produccién de IL-10 ha sido demostrada dentro de los
hepatocitos, las células sinusoidales, las células de Kupffer, las células estelares y los
linfocitos asociados al higado®. La IL-10 regula a la baja la produccién de citocinas
proinflamatorias como el TNF-q, entre otras® *%. Esta citocina posee las més amplias
propiedades desactivantes sobre los macréfagos y los monocitos®, actGia sobre: la
produccién de citocinas y quimosinas, la induccién de oOxido nitrico (ON) y especies
reactivas de oxigeno (ROS), inhibe la sintesis de eicosanoides y calmodulinas (CAM’s);
ademés, posee marcadas propiedades hepatoprotectoras.®® Se ha demostrado que el efecto
terapéutico de la IL-10 en la fibrosis hepatica esta relacionado con la remocion de los

depositos de fibras de colagena, asi como, con la disminucién del grado de inflamacion®®.

1.8.4. Las metaloproteinasas (MMP’s).

La MEC es el principal sostén de la arquitectura del parénquima hepatico y permite
diversas funciones. Para que las funciones se desempefien de manera satisfactoria, es
indispensable un equilibrio constante entre la sintesis y la degradacién de dichas proteinas.
Esta actividad es realizada por las MMP’s, que tienen la capacidad de degradar cada uno de
los componentes de la MEC?. Entre las MMP’s més importantes estan las colagenasas
MMP-1, 8 y 13 las cuales inician la degradacion del colageno I, 11 y 11, permitiendo que
continle su degradacion por otras MMP’s y enzimas proteoliticas no MMP’s. Estas
enzimas para ejercer su accién dependen de cofactores como el calcio y zinc. Las

colagenasas intersticiales operan clivando el colageno en fragmentos % y Y. de colagena,
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que, por si solos son facilmente desnaturalizados y transformados en gelatina. La
metaloproteinasa-1 (MMP-1), que es expresada en bajas cantidades por una gran variedad
de células como las endoteliales, las epiteliales y los macrofagos. La MMP-1 realiza la
proteolisis de la colagena intersticial directamente sobre la triple hélice de la colagena,
aproximadamente en el tercer cuarto de la molécula. Su activacion depende de la
metaloproteinasa-3 (MMP-3) 3 % La MMP-1 tiene un peso molecular de 55 kDa como
zimogeno y 45 kDa como una forma activa y su gen se encuentra localizado en el locus
11922.2%. Su estructura se encuentra agrupada en el dominio simple de hemopexina®’. La
metaloproteinasa-9 (MMP-9), es una avido proteolitico de las gelatinas y por su estructura,
se clasifica dentro del grupo de regién de unién a gelatinas®” *°. Sus principales productoras
son las células de Kupffer®’. Es considerada como una de las enzimas més activas durante
el curso de la enfermedad. También se conoce como gelatinasa B y su locus esta en el gen
20013.12%. Su tamafio es de 92 kDa/ 86 kDa y es activada por la MMP-3*. La
metaloproteinasa-3 (MMP-3) es una de las pocas MMP’s que no tiene especificidad hacia
un solo sustrato, cuenta con un amplio margen de degradacién como laminina, fibronectina,
proteoglicanos y en menor grado algunos tipos de colagena y gelatina. La principal fuente
celular de esta enzima son las HSC.*’ Tiene la capacidad de activar a la MMP-1 y MMP-9,
las cuales son muy importantes para la degradacion de proteinas de MEC durante la
fibrosis.* Se sintetiza como una proenzima latente con un peso molecular de 57 kDa y de
45 kDa activa. Pertenece a la familia de las estromelisinas y estructuralmente al grupo de
dominio simple de hemopexina®. La fibrosis hepatica involucra maltiples eventos celulares
y moleculares que inducen un excesivo depoésito de proteinas de matriz extracelular que
distorsionan la arquitectura del parénquima hepatico, cuya etapa final es conocida como
cirrosis. El dafio proviene de una variedad de causas como abuso de drogas y enfermedades
virales, autoinmunes, metabdlicas y colestasicas. La degradacion de estas proteinas de
matriz ocurre predominantemente como una consecuencia de la accion de
metaloproteinasas (MMP’s) que degradan sustratos colagenos y no colagenos. La
degradacion de la matriz en el higado se lleva a cabo principalmente por la accion de cuatro
de estas enzimas: MMP-1, MMP-5, MMP-9 y MMP-13*.
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1.8.5. EL CTGF.

El CTGF es un péptido rico en residuos de cisteina, con un peso molecular de 38 kDa, esta
proteina, conocida originalmente como 3CH61, fue aislada a partir de los fibroblastos de
ratén estimulados con suero y PDGF por Lau y Nathans en 1985% en el medio
condicionado de células endoteliales de vena del cordon umbilical. El péptido secretado
estd implicado en diversas enfermedades, como desordenes proliferativos, lesiones
fibroticas, afecciones de la piel, aterosclerosis, fibrosis pulmonar y diversas patologias
renales, donde se ha demostrado que se presentan niveles elevados de CTGF tisular,
localizado principalmente en éareas fibroticas, asi como en la aterosclerosis y otros
trastornos fibréticos*. La proteina secretada rica en cisteina Cyr61 fue el primer miembro
de la familia de genes que fueron identificados. EI CTGF es una glicoproteina
multifuncional que posee un dominio para heparina; de manera normal se expresa en bajos
niveles en diversos tipos celulares, sin embargo, en condiciones de fibrosis su expresion
aumenta considerablemente™,

El CTGF promueve el desarrollo de la fibrosis en conjunto con el TGF-B, aunque su
mecanismo no se encuentra bien elucidado. EI CTGF es inducido por el TGF-f y media los
efectos mitogénicos del TGF-B en los fibroblastos®, mientras que Cyr61 aumenta los
efectos proliferativos del factor de crecimiento de fibroblastos en las células endoteliales*®
7 Estudios celulares muestran que el CTGF regula multiples procesos que contribuyen a la
fibrogénesis, incluyendo la proliferacion celular, la migracion, la adhesion, la supervivencia
y la produccion de MEC de manera similar al TGF-.

El CTGF afecta a diversos tipos celulares que participan en el proceso de la fibrogénesis,
como ceélulas mesenquimales, las células estelares hepaticas, los podocitos renales, las
células mesangiales, las células epiteliales tubulares y las parietales, entre otras como, las
células mesoteliales, los cardiomiocitos y los fibroblastos*. Estudios en modelos animales
de la enfermedad hepéatica humana soportan la importancia de este factor y sus

interacciones con el TGF-P en el proceso de fibrogénesis*’.
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1.9. Modelos de dafio hepatico.

Los modelos de dafio hepético proveen herramientas Utiles para el estudio de las patologias
del organo. Casi todas las lesiones agudas o cronicas del higado pueden ser inducidas
experimentalmente. Estas incluyen necrosis (local, masiva o difusa), esteatosis, lesion
venular hepatica, y cirrosis de diferentes tipos morfologicos. Lesiones especificas tales
como los cuerpos acidofilicos “libres” sinusoidales (cuerpos apoptéticos) anormalidades
nucleares y nucleolares, pueden ser producidos por diferentes modelos experimentales de

dafio hepatico. El proceso de colestasis también puede ser producido experimentalmente®.

1.9.1. Dafio hepético inducido con CCl, en rata.

El CCl, ha sido utilizado extensamente como solvente. Hoy en dia, el CCl, demuestra ser
un modelo muy util para el estudio de ciertos efectos hepatotoxicos** ™. Este agente,
consistentemente, produce dafio hepatico en muchas especies, incluyendo primates no
humanos. La toxicidad inducida con CCl, es dependiente de la dosis y del tiempo de
exposicion. A dosis bajas prevalecen efectos transitorios, como la peroxidacién lipidica®, y
la pérdida de la homeostasis del calcio®®; asi como la liberacién de citocinas tanto nocivas

como benéficas* y los eventos apoptéticos seguidos por una regeneracion.

1.10. La hesperidina.

La hesperidina es un bioflavonoide cuyo nombre deriva del griego Hespérides que significa
ninfas en la mitologia griega®; y se encuentra de manera abundante en las frutas citricas. La
hesperidina se extrae de la cascara de naranja a diferentes concentraciones de acuerdo a las
diversas variedades de citricos, que pertenecen a la familia Rutaceae, y en plantas del
género Fabaceae, Betulaceae y Luminuseae®”. La hesperidina es ya conocida desde la
antigiiedad por sus propiedades terapéuticas, como son: el tratamiento de la retinopatia
causada por la diabetes, disminucién de la agregacion plaquetaria y del flujo sanguineo,
como coadyuvante en casos de fragilidad capilar ya que contribuye a mantener la
integridad de los vasos sanguineos. De manera importante, la hesperidina destaca por sus
propiedades antioxidantes, aungque posee también propiedades analgésicas, hipolipidémicas,

antihipertensivas y diuréticas™.
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1.10.1. Las propiedades fisico-quimicas de la hesperidina.

La estructura quimica de la hesperidina corresponde a la de un glucoésido flavonoide, el
hesperetin 7-rhamnoglucosido. Tiene en su estructura grupos funcionales que le confieren
la capacidad antioxidante, por lo que puede mostrar un efecto importante como
hepatoprotector, también posee grupos fenil que le dan propiedades aromaticas®® (figura 9).
La hesperidina es una sustancia solida (polvo), de color café claro (tabla 1); es estable en
solucion acuosa sin decremento en el contenido durante 2 meses a diferentes pH, excepto a
pH 9,

Tabla 1. Propiedades fisicas de la hesperidina.

Solubilidad en agua 4.93 + 0.99 pg/mL
Punto de fusion 258°-262 °C
Punto de ebullicion 930°C
Densidad 1.65 glcm®
Indice de refraccion 1.695

Figura 7 . Estructura quimica de la hesperidina.
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1.10.2. Las propiedades farmacoldgicas.

Existen diversos estudios que se han realizado con la hesperidina para descubrir y/o
confirmar las propiedades benéficas de este compuesto. En estudios recientes se ha
reportado que la hesperidina reduce la presion sanguinea, teniendo un buen efecto como
vasoprotector gracias a la inhibicion de la enzima hialuronidasa, la cual ha sido reportada
que regula la permeabilidad de las paredes capilares y los tejidos®*. La hesperidina exhibe
también una significativa actividad antiinflamatoria al modular la sintesis de
prostaglandinas y mediante la regulacion de la actividad de la ciclooxigenasa inducible
(COX-2)*.

1.10.3. Las propiedades farmacocinéticas de la hesperidina.

Actualmente, el mercado de los flavonoides es muy extenso, ya que varios estudios
nutricionales realizados recientemente demuestran que el consumo regular de flavonoides
en frutas y vegetales va en aumento cada dia, esto se debe a que el ser humano empieza a
consumir productos que benefician su salud, y que ayudan a prevenir enfermedades, con el
fin de mantener una vida saludable. Recientemente, los efectos benéficos en la salud han
sido atribuidos a los flavonoides citricos, los cuales han atraido la atencion de diversos
grupos de investigadores. Dichos compuestos muestran propiedades benéficas para diversas
enfermedades ya que han mostrado actividad bioldgica en experimentos con animales y
ensayos “in vitro” asociada con desordenes carcinogénicos, cardiovasculares, inflamatorios,
alérgicos y sanguineos. Los bioflavanoides juegan un rol importante en la fisiologia y en la
ecologia, ademés de su interés comercial por sus multiples aplicaciones en la industria

alimenticia, destaca de manera importante en la farmacéutica>.

En la tabla 2 se muestran las propiedades farmacocinéticas de la hesperidina.
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Tabla 2. Propiedades farmacocinéticas de la hesperidina.

Parametro En humanos™ En ratas™.

Crnax ~900 nM ~1.3 pumol

T 4.5-6.8 h 9-12h
Absorcion Intestino grueso y en menor Intestino grueso y delgado

proporcion en el estbmago e
intestino delgado.

Eliminacion Viaurinariaalas48hde5.4a | Viaurinariaentre las 8 -11h
8.9 % del total de la ingesta. después de la ingesta.
Metabolismo Se metaboliza en el higado por En higado e intestino, sufre
reacciones de fase Il conjugacion con f3-
(glucuronidacion, y glucurdnidos.

conjugacion con sulfatos)

1.11. La L-Teanina.

La L-teanina (y-glutamiletilamida) es un aminoacido especifico Unico presente en la planta
del té verde (Camellia sinensis). Aunque también se ha encontrado en otras tres especies;
una especie de setas (Xerocomus badius) y otras dos especies del género Camellia®. Su
nombre en chino es: #XE; pinyin: Chahua. Es una de las 50 hierbas fundamentales usadas
en la medicina tradicional china®. La L-teanina constituye del 1.0-2.0 % del peso de las
hojas del té verde lo que significa que constituye aproximadamente el 50 por ciento de los
aminoéacidos del té, y sélo se presenta en forma de aminodacido libre (no forma parte de las
proteinas)>; también contribuye de manera importante en el sabor de la bebida. Esta planta
contiene una gran variedad de compuestos, incluyendo polifenoles, proteinas, aminoacidos,
acidos organicos, vitaminas, minerales y pigmentos. La L-teanina se sintetiza en la raiz de
la planta y se concentra en las hojas, donde la luz del sol convierte a la L-teanina en
polifenoles. Debido a esto, algunos cultivadores siembran sus plantas en lugares donde no
Ilega luz del sol de forma directa para preservar el contenido de teanina y, de esta manera,
conservar también el sabor>. Sakato, en 1949 descubrié el té verde. En 1950 el laboratorio

del té en Kyoto separ0 exitosamente la L-teanina a partir de la hoja de Gyokuro, un tipo de
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té verde fino, cultivado en condiciones especiales, y que posee el contenido mas alto de L-
teanina a diferencia de otros tipos de té. Sin embargo, no fue hasta 1964, cuando el ministro
Japonés de Salud y Bienestar Social aprobd el uso de la teanina para su consumo

universal®®

. Actualmente, el té verde es la bebida que mas se consume en el mundo después
del agua. Se calcula que cada dia se toman 1500 millones de vasos o tazas de esta bebida.
El consumo de polifenoles (un tipo de antioxidantes) se ha asociado con la disminucion de
la inflamacién y del colesterol, efectos que mejoran la salud cardiovascular, con un menor
crecimiento de algunos tumores, con mejorias en la degeneracion macular, el
envejecimiento de la piel, y las infecciones de las vias urinarias, entre otros®.
Recientemente, los efectos benéficos de los compuestos contenidos en el té verde han

atraido la atencion de diversos grupos de investigadores.

1.11.1 Las propiedades fisicoquimicas de la L-teanina.

La L-teanina es un aminoacido analogo del acido glutamico y glutamina; existen dos
isdbmeros de este compuesto, especificamente es un enantiomero levorrotatorio. Su nombre
sistematico segun la IUPAC es acido 2-amino-4-(etilcarbamoil) butirico. Su estructura
quimica se observa en la figura 8. Su estructura posee grupos funcionales que le confieren
la capacidad antioxidante, por lo que puede mostrar un efecto importante como
hepatoprotector™. La L-teanina es una sustancia sélida (polvo), blanca, cristalina de sabor

dulce e inodoro.

Figura 8. Estructura quimica de la L-teanina.
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En la tabla 3 se observan las propiedades fisicas de la L-teanina.

Tabla 3. Propiedades fisicas de la L-teanina.

Solubilidad Soluble en agua, insoluble en etanol y éter
Punto de fusion 204- 207 °C
Descomposicion 214-215°C
Temperatura de almacenamiento 0-5°C

La L-teanina cruza la barrera hematoencefalica, via el sistema transportador de

aminoéacidos neutros®.

1.11.2. Las propiedades farmacoldgicas.

En estudios recientes se ha reportado que la L-teanina tiene un efecto relajante por la
induccidn de la actividad de las ondas cerebrales alfa, que se relacionan con la percepcion
de un estado de relajacion®® ®. Tiene efecto antihipertensivo ya que reduce la presion
sanguinea®, ademés de ello, la L-teanina tiene un efecto aditivo junto con la quimioterapia
al reducir el transporte del acido glutamico hacia el interior de la célula, disminuyendo asi
los niveles de glutation dentro de la célula, y aumentando la concentracion del farmaco en
las células tumorales por inhibicién del flujo de la salida de diversos agentes

quimioterapéuticos®* ®.

1.11.3 Las propiedades farmacocinéticas de la L-teanina.
La L-teanina es un compuesto que se absorbe en el intestino delgado. En ratas, el pico de
concentracion plasmatica se encontré 30 minutos después de la ingesta oral®® ®’. La teanina
atraviesa la barrera hematoencefalica mediante el sistema de transporte de los aminoacidos
grandes neutros (de preferencia por leucina). Se ha visto en ratas que cuando la teanina
Ilega al cerebro, incrementa tanto la produccion de serotonina como
de dopamina®. La teanina se hidroliza en el rifién en acido glutdmico y etilamina, por la

enzima glutaminasa®.
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En la tabla 4 se presentan las propiedades farmacocinéticas de la L-teanina.

Tabla 4. Propiedades farmacocinéticas de la L-teanina.

Parametro
Crnax
T1/2

Absorcion

Eliminacion

Metabolismo

En humanos

400ug/ml
30 min.
Intestino delgado.
Viaurinaria alas 6 h
Hidrdlisis en rifidn a acido glutamico y

etilamina, por la glutaminasa

En ratas

400ug/ml
9-12h
Intestino delgado
Via urinaria a las 6 h.
Hidrdlisis en rifion a &cido

glutdmico y etilamina.
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1. JUSTIFICACION

La cirrosis es un problema de salud muy importante tanto en paises desarrollados como en
los llamados del tercer mundo. En México, segun el Sistema Nacional de Informacién en
Salud (SINAIS) en su ultima actualizacion reporta que la cirrosis y otras enfermedades
hepéticas cronicas se encuentran dentro de las diez principales causas de mortalidad en
mujeres y hombres en séptimo y tercer lugar, respectivamente. Sin embargo, estas cifras
aumentan cuando se trata de mujeres y hombres en edad productiva (15-64 afios) ocupando
tan solo el tercer y segundo lugar segun sea el caso.

Hay varias causas de la cirrosis, ésta es originada por infecciones bacterianas, virus,
diversos agentes toxicos, consumo elevado de etanol, y obstruccién de los conductos
biliares, entre otros. Las alternativas para el tratamiento de estas patologias son reducidas y
Unicamente son Utiles para disminuir los sintomas de la enfermedad y para incrementar el
nivel de calidad de vida de los pacientes cirréticos. Debido a esto, surge la necesidad de
ampliar el conocimiento sobre las enfermedades hepaticas, con la finalidad de disefiar y
proponer nuevos medicamentos Utiles para su tratamiento, a fin de prevenir y evitar que
estas enfermedades progresen hasta una etapa avanzada donde el dafio es irreversible y
donde la Unica opcidn es el trasplante del 6rgano.

En este trabajo se pretende evaluar el efecto hepatoprotector de la hesperidina y de la L-
teanina para prevenir el dafio hepéatico agudo y crénico en nuestros modelos experimentales
de dafio en la rata, y evaluar si estos compuestos inhiben al factor de transcripcion NF-xB,
y con ello modular la produccién de citocinas profibrogénicas y proinflamatorias;®® ®° se
sabe que la hesperidina puede regular la expresion de la MMP en ratas, a pesar de que no se
conoce el mecanismo, se ha demostrado que esta regulacion ocurre por la via de factor de
trancripcion NF-kB en células HepG2%. Por otro lado, en estudios recientes se ha
demostrado que la L-teanina inhibe al NF-kB®® aunado a su capacidad antioxidante. Dados
estos antecedentes, se postula que la hesperidina y la L-teanina tendran un efecto anti-
necrotico aunado a un posible efecto antifibrogénico en la cirrosis experimental en rata,
mediante la inhibicion y/o induccion selectiva de la produccion de algunas citocinas
involucradas en el dafio hepatico que son reguladas por el mencionado factor NF-«B,
restableciendo asi su equilibrio, esperando que estos compuestos surjan como una

alternativa en el tratamiento del dafio hepatico causado por diversas etiologias.
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1.  HIPOTESIS

La hesperidina y la L-teanina poseen propiedades antioxidantes, por lo tanto seran capaces
de prevenir el dafio hepatico cronico inducido por CCl, en la rata. Sin embargo, el efecto de
ambos compuestos sera mayor debido a su capacidad inmunomoduladora sobre el NF-xB
y las citocinas, mismas que durante el dafio hepatico pierden su balance entre las citocinas
anti y proinflamatorias y las citocinas anti y pro-fibrogénicas, favoreciendo la instalacion y
perpetuacion de la cirrosis. Por lo tanto, se espera gque tanto la hesperidina como la L-

teanina tengan un buen efecto hepatoprotector.

IV. OBJETIVOS

IV.1. General.
Evaluar el efecto de la hesperidina y de la L-teanina en el dafio hepéatico experimental en la
rata.
IV.2. Especificos.
e Evidenciar el efecto antioxidante de la hesperidina y la L-teanina en los modelos de
dafo hepatico cronico experimental.
e Determinar la capacidad de la hesperidina y de la L-teanina en la prevencion de la
cirrosis hepatica inducida con CCl, en la rata.
e Evaluar si la hesperidina y la L-teanina inhiben al NF-xB en nuestro sistema de
prevencion.
e Demostrar si la hesperidina y L-teanina poseen capacidad moduladora de las
citocinas profibrogénicas, proiflamatorias y antiinflamatorias en los modelos de

prevencion de la cirrosis hepatica inducida con CCly.
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V. METODOLOGIA

Para cumplir con los objetivos planteados se utilizaron ratas Wistar macho; las cuales

siguieron el esquema de tratamiento descrito a continuacion:

V.1 Modelo de prevencion con hesperidina
Dafio Cronico: 8 semanas

Via de administracion: intraperitoneal (i.p) y farmacos via oral (p.o)

Grupo 1. Control (petrolato liquido 0.5 ml /100 g, i.p )

Grupo 2. Daiio CCl, (0.4 g / kg, i.p)

Grupo 3. Hesperidina (200 mg / kg, p.o)

Grupo 4. Hesperidina + CCl,

V.11 Modelo de prevencion con L-teanina

Via de administracion: intraperitoneal (i.p) y farmacos via oral (p.o)

Grupo 1. Control (petrolato liquido 0.5 ml / 100 g, i.p)

Grupo 2. Dafio CCl, (0.4 g / kg, i.p)

Grupo 3. L-teanina (4.0 mg / kg, p.o)

Grupo 4. L-teanina + CCl,
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V1. DETERMINACIONES EXPERIMENTALES

Después de concluir el tratamiento de cada grupo de los dos modelos de dafio, los animales
se anestesiaron para obtener una muestra de sangre por puncion cardiaca y extraer el
higado. Se tomaron muestras de tejido hepatico para realizar las determinaciones
experimentales. Al finalizar dichas determinaciones se realiz6 un anélisis estadistico de los
datos obtenidos, y se comenzé la parte experimental para la determinacion de la expresion
de las proteinas. La metodologia de inicio se detalla en un diagrama de blogues, (ver figura

9y 10). Para obtener el plasma, la sangre se centrifugé a 3000 rpm durante 10 minutos.

En el plasma se determino:
1) La actividad de la enzima y-glutamil transpeptidasa (y-GTP).

2) La actividad de la enzima alanina- aminotransferasa (ALT).

En el higado se cuantifico:
1) El grado de peroxidacion lipidica.
2) El contenido de glucdgeno.

3) El contenido de hidroxiprolina.
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Realizar la clasificacion de los grupos a tratar.

N/

Realizar los tratamientos segun el modelo de dafio que se utilizo.

N/

Anestesiar a los animales y extraer por puncion cardiaca una muestra se sangre.

N/

Extraer el 6rgano y separar muestras del tejido para pruebas bioquimicas, histologicas y de biologia
molecular.

NS

Realizar la cuantificacion de : FA, ALT, y-GTP, glucdgeno, glutation,proteinas, y peroxidacion lipidica.

N/

Cuantificar el contenido de hidroxiprolina.

N/

Realizar el tratamiento estadistico.

N/

Analizar los resultados.

N/

Extraccion de proteinas.

N/

Electroforesis de gel.

N/

Western blot, segun la proteina en estudio.

N/

Llevar a cabo el andlisis densitométrico.

N/

Discutir y analizar los resultados.

Figura 9. Diagrama de bloques de la metodologia.
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Figura 10. Determinaciones experimentales.
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V1.1. Determinacion sérica de la actividad de la enzima pglutamil transpeptidasa (j
GTP).

La determinacion de la actividad enzimatica de la enzima y-GTP se fundamenta en la

reaccion donde la y-GTP cataliza la transferencia del grupo glutamilo desde el sustrato

hasta la glicil-glicina formando la y-glutamilglicilglicina y la p-nitroanilina. La velociad de

formacion de p-nitroanilina es proporcional a la actividad de la y-GTP presente en la

muestra y se puede cuantificar con un espectrofotémetro a 410 nM."”

Procedimiento:
En cada tubo se colocan:
e 400 pL de Tris-HCI 200 mM, pH 8.2
. 100 uL MgCI2 200 mM
. 100uL Glicil-glicina 40 mM, pH 8.2
. 200 uL Gamma-glutamil-p-nitroanilida 10 mM.
o Previa incubacion por 10 minutos a 37°C, se inicia la reaccion con 200 pL
de suero.
. Se Incuba a 37°C por 30 min. y se detiene la reaccion con 2 mL de acido
acético 1.5 M.
. Se lee a 410 nm y se cuantifica la p-nitroanilina producida mediante la
curva estandar.
. Se hace un blanco sustituyendo los 200 uL de suero por agua.
La reaccion es lineal en el tiempo hasta la utilizacion de aproximadamente el 10% del
sustrato (produccion de aproximadamente 200 nmoles de p-nitroanilina en la mezcla de
reaccion).

e Se realizo una curva de calibracion (tabla 5).
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Tabla 5. Cantidades utilizadas para preparar la curva de la y-glutamil

transpeptidasa.

TUBO NO. | SOLUCION 1 | H,O | nmoles/ml | umoles/ml
(uh) pl)

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

Se Calibra, para esta determinacion no se requiere
blanco.
Se lee la absorbancia a 410 nm.
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V1.2. Determinacion serica de la actividad de la enzima alanina aminotranferasa (ALT).
La actividad de la enzima alanina aminotransferasa se determina por el método de Reitman
y Frankel™, en el que se mide el complejo colorido formado por el piruvato y la 2, 4
dinitrofenilhidrazina, que absorbe a 515 nm.

e Serotulan los tubos blanco y problema para cada muestra.

La determinacion se realiza de la siguiente manera (tabla 6):

Tabla 6. Cantidades de reactivos requeridos para la determinacion de la actividad de la

enzima ALT.

BLANCO PROBLEMA
(mL) (uL)
1.- Solucion de sustrato 0.25 0.25
2.- Suero Problema | - 0.05
3.- Se mezcla y se agita suavemente, se incuba a 37 ° C durante 60 minutos.
4.- Reactivo cromogeno 0.25 0.25
5.- Suero problema. 0050 | e
6.- Se incuba a 37 ° C durante 15 minutos
7.- NaOH 0.4 N. 2.5 2.5

8.- Se leen los tubos a 515 nm.

En la tabla 7 se muestra el procedimiento de la curva de calibracion del piruvato.
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CURVA ESTANDAR DE PIRUVATO

1. Se preparan las siguientes soluciones:

Buffer de fosfatos 0.1 M, pH 7.4: Se mezclan 840 ml de solucién 0.1 M de fosfato
disodico con 160 ml de solucion 0.1 M de fosfato monopotasico.

Solucién de sustrato: Se disuelven 1.78 g de D/l alanina y 30 mg de &cido alfaoxoglutarico
en solucién buffer; se afiade 0.5 ml de hidroxido de sodio 1 N y se completa hasta 100 ml
con solucién buffer. Se conservan a 4 °C.

Reactivo cromogeno: Se disuelven 200 mg de 2,4 dinitrofenilhidrazina en 4cido
clorhidrico 1 N caliente y se completa hasta un litro con HCI 1N y la solucién preparada es
1 mM.

Solucién estandar de piruvato: (1 umol/ml). Se disuelven 11 mg de piruvato sédico en

100 ml de solucion buffer. Se prepara el mismo dia que se utiliza.

Tabla 7. Curva estandar para la alanina aminotransferasa.

Reactivos TUBO NO.
1 2 3 4 5 6 7

Solucidn sustrato (ul) 250 225 200 175 150 125 100
Solucion estandar de| --—-- 25 50 75 100 125 150
piruvato (ul)

Buffer de fosfatos (ul) 50 50 50 50 50 50 50
Reactivo Cromdgeno (ul) 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
pmoles de piruvato 0.025 0.05 0.075 0.1 0.125 | 0.150
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V1.3. Determinacion del contenido de glucégeno hepatico.

La determinacion del glucégeno hepatico se realizé con la técnica de la antrona’.

1) Se pesan 0.5g. de higado en tubos de tapén esmerilado, a los cuales se les
adiciona 1.5 mL de KOH al 30%, se tapan y se hierven en bafio de agua durante 30
minutos.

2) Después de enfriarlos, se pasa la solucion a un matraz volumétrico de 25 mL, y
se afora con agua agitando muy bien.

3) Del matraz anterior se toman de 40 a 160 uL con pipeta volumétrica, se lleva a
1.0 mL en tubos de 13x100 esmerilados, por duplicado, se prepara ademas un tubo
blanco con 1 ml de H,O y otros 2 estandares con 20 pL de una solucion de glucosa
estandar (1 mg/mL) y se llevan a 1.0 mL con agua.

4) Se prepara una solucion de antrona 0.2% en H,SO,4 concentrado. Se afiaden 2.0
mL a cada tubo agitando suavemente (con ayuda de una bureta) y se enfrian sobre hielo.

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

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

CALCULOS

20 X A(mtra)
= g de glucogeno en la alicuota
1.11 X A(std)
A(mtra) = Absorbancia de la muestra.
A(std) = Absorbancia del estandar.

Se expresaron los resultados como gramos de gluc6geno/100 g de higado.
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V1.4. Determinacién del grado de peroxidacion lipidica.

Esta técnica es colorimétrica y se basa en el método del 4cido tiobarbitdrico.”
Reactivos:
- Tris HCI 150 mM, pH=7.4
- Acido tricloroacético (TCA) al 15%
- Acido tiobarbitarico (TBA) 0.375% p/v en TCA al 15% (se prepara en el
momento, y en la cantidad necesaria).
Procedimiento:
. Se pesan 0.5 g de higado.
. Se homogeneizan en 5 mL de agua.
. Se toman 300 pL del homogenado al 10% vy se agregan 700 uL de Tris-HCI
150 mM para completar 1.0 mL.
=  Seincuba a37°C por 30 minutos.
" Se agregan 2.0 mL de TBA al 0.375% disuelto en TCA al 15 %.
. Se ponen los tubos a ebullicion por 45 minutos.
. Se centrifugan a 3000 rpm por 10 minutos y se leen los sobrenadantes a 532
nm.
Célculos:
C=A/E |
Donde:
A Eslaabsorbancia de la muestra
I Es lalongitud de lacelda (1 cm para el Shimadzu UV-1203)
3 Es el coeficiente de extincion del Malondialdehido (MDA)=1.56 x 10°
cm* Mt
Se hace una dilucion 1:10 del homogenado y se toman 20 uL para determinar las proteinas.

El resultado se expresa como nmoles de MDA/mg proteina.
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V1.5. Determinacién de las proteinas por el método de Bradford.
Esta determinacion se efectta por el método de Bradford™®, en el que las proteinas se unen
al azul brillante de Coomasie. Este ultimo presenta dos coloraciones, rojo y azul. La forma

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

Tabla 8. Cantidades de reactivos para preparar reactivo de Bradford.

Reactivos:
e  Acido Fosforico al 85 % 100 mL
. Alcohol Etilico 50 mL
o Azul de Coomasie G-250 100 mg

. Se afora con agua a un litro.

Procedimiento:

1.  Se toman 100 pL de homogeneizado de higado y se llevan a 1,000 pL con
agua tridestilada.

2. Se toman alicuotas para proteinas y se llevan a 100 uL con agua (de la
dilucion anterior tomar 20 uL + 80 puL de agua tridestilada).

3. Elblanco se prepara con 100 uL de agua.

4.  Seafaden 2.4 mL del reactivo de Bradford

5. Se lee la absorbancia a 595 nm.

6. Se prepara una curva de calibraciéon utilizando albumina bovina sérica
(Img/mL). Con: 0, 10, 15, 25, 30, 35, 40, 45, 50 uL, de esta solucion.

7. Se aforan los tubos con agua a 100 uL.
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V1.6. Determinacion del contenido de colagena (hidroxiprolina).

La técnica se basa en el método descrito por Rojkind y Gonzélez.”

1.  Se pesan 0.1 g de higado de rata previamente secado con papel filtro y se
colocan en una ampolleta.

2. Seagregan 2.0 mL de HCI 6N y se sellan las ampolletas con el mechero o
soplete, posteriormente, se colocan a 100° C en el horno durante 24 h.

3. Una vez hidrolizada la muestra, se destapan las ampolletas y se colocan
nuevamente en el horno a temperatura de 60° C, aproximadamente 24 h o hasta que
sequen.

4.  Las muestras ya secas se resuspenden con 2.0 mL de solucién amortiguadora
(sol.1); se agitan vigorosamente en el vortex y se vacian en tubos de ensayo, se lavan las
ampolletas con la adicion de 1 ml de la misma solucion.

5. Se centrifuga a 3000 rpm durante 15 minutos.

6. En un tubo conteniendo una pequefia porcion de anorita, se deposita el
sobrenadante y se agita durante un minuto, posteriormente se centrifuga a 3000 rpm por
15 minutos, si el sobrenadante no queda claro se repite este paso.

7.  Setoma 1 mL del sobrenadante mas 1.0 mL de H,O y 1.0 mL de cloramina
T (sol. 2). Se deja reposar exactamente 20 minutos a temperatura ambiente.

8.  Se adicionan 0.5 ml de tiosulfato de sodio 2.0M, 1 mL de NaOH 1.0N y
aproximadamente 2.0 g de NaCl. Se agita inmediatamente para detener la reaccion.

9.  Seagrega a cada tubo 6.0 mL de tolueno y se agita durante 1 minuto.

10. Se extrae la capa de tolueno y se desechan. Se tapa la capa acuosa y se
coloca en un bafio de agua hirviendo durante 20 minutos.

11. Se enfrian los tubos 15 minutos preferentemente en el refrigerador. Ya frios,
se adicionan 6.0 mL de tolueno y se agita durante 1 minuto.

12. De la fase de tolueno se toman alicuotas por duplicado de 1.0 mL, se
agregan 4 ml del reactivo de Ehrlich, y se agita fuertemente.

13. Se deja reposar durante 30 minutos para que se lleve a cabo la reaccién
colorida.

14. Se lee a 560 nm.
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Reactivos:

Solucion 1. Amortiguadora de acetato de sodio — &cido citrico. pH 6 (Relacion
para un litro):

o 50 g de &cido citrico.

o 120 g de acetato de sodio (3H,0).

o 34 g de hidroxido de sodio.

. 15 mL de &cido acético glacial.

La solucién amortiguadora se mantiene en refrigeracion y es estable durante varios meses.

Solucién 2. Solucién de cloramina T (Relacion para 10 ml):
. 0.141 g de cloramina T

o 2.0 mL de agua destilada

. 3.0 mL de etilenglicol

. 5.0 mL de solucion amortiguadora.

Esta solucion se debe preparar en el momento de usarse.

Solucion 3. Reactivo de Ehrlich.

o a) Se toman 27.4 mL de H,SO, concentrado y se agregan lentamente a 200
mL de etanol absoluto en un vaso sobre hielo.

o b) Se pesan 120g de p-dimetilaminobenzaldehido y se disuelven en 200 mL
de alcohol absoluto.

o La mezcla acido—etanol (a) se agrego lentamente y con agitacion a la
solucion (b), en hielo, el recipiente se cubrié con papel aluminio (solucién fotolabil). Se

agito durante 15 minutos, se saco del hielo y se siguid agitando hasta que se disolvio.

La solucidn se puede almacenar en el refrigerador por varias semanas.
Los cristales que precipitan por el enfriamiento se disuelven calentando la solucién en bafio

Maria, agitandola.
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Solucion 4. Solucion de ninhidrina:
J 2.50 g de ninhidrina.
. 60.0 mL de acido acético 6.0 N.

Para conocer la cantidad de hidroxiprolina se realizo la curva de calibracion (tabla 9), en la
cual se interpolaron los valores de absorbancia de las muestras problema.

Tabla 9. Curva estandar de hidroxiprolina.

Tubo HP (ul) H20 (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
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VI1.7. Determinacion de los niveles de glutation reducido (GSH) y oxidado (GSSG) en el
higado.
Este pardmetro fue evaluado como indicador de estrés oxidativo a nivel membranal. La

determinacion se llevd a cabo de acuerdo al procedimiento mostrado en la tabla 10.

Tabla 10. Diagrama para la determinacion de los niveles de glutation reducido y glutation
oxidado en el higado.
250 mg*de higado

Se homogeneizan en 3.75 mL de FEDTA + 1 ml de &c. Fosforico

\
Se centrifugan a 4°C X 12 000 rpm X 30 minutos

4/\

GSH GSSG
0.5 mL del sobrenadante + 4.5 mL 0.5 mL sobrenadante + 200 uL NEM
de FEDTA y se mezcla 0.04M l

Se toman 100 pL + 1.8 mL FEDTA + 100 | Se deja exactamente 30 minutos a

uL OPT temperatura ambiente

' '

Se mezcla y se deja a temperatura ambiente por | Se agregan 4.3 mL de NaOH 0.1N y se

15 minutos exactamente mezcla. i

l Se toman 100 pL + 1.8 mL NaOH + 100
Se mide la emision a 420 nm y la excitacion a | uL OPT
350 nm l

Se mezclan y se deja a temperatura
ambiente por 15 minutos.
Se mide la emision a 420 nm y la

excitacion a 350 nm
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Para conocer la cantidad de GSH y GSSG se elaboraron dos curvas de calibracion (tablas

1lay 11b) para interpolar los valores de absorbancia obtenidos de las muestras problema.

Tabla 11a. Curva estandar de GSH fluorométrico.
Tubo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

GSH(ug) O 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45 0.5
GSH(ul) O 5 7.5 10 12.5 15 17.5 20 22.5 25
FEDTA | 190 |1.895 1.8925 1.890 1.8875 1.885 1.8825 1.880 | 1.8775 1.875

(mi)
OPT (ul) | 100 | 100 | 100 & 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100

Se mezcla bien y se deja a temperatura ambiente por 15 minutos.

Se obtiene la intensidad de fluorescencia a 350 nm de excitacién y 420 nm de emision

Tabla 11b. Curva estandar de GSSG fluorométrico.

Tubo 1| 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10
GSSG(ug) O 01 | 02 04 05 06 07 08 09 11
GSSG(l) | 0 5 | 10 | 20 | 25 | 30 | 35 | 40 | 45 | 55

NaOH (ml)  1.90 1.895 1.890 1.880 1.875 | 1.870 1.865 1.860 1.855 1.845
OPT (ul) | 100 | 100 | 100 & 100 | 100 & 100 | 100 | 100 | 100 & 100

Se mezcla bien y se deja a temperatura ambiente por 15 minutos.

Se obtiene la intensidad de fluorescencia a 350 nm de excitacion y 420 nm de emision
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V1.8. Histologia.

Las técnicas utilizadas fueron la tincién de Hematoxilina/Eosina (HE) para evidenciar el
nacleo en color azul y el citoplasma de los hepatocitos tefiido de color rosa y la segunda
tincion fue la tricromica de Masson (TM) donde se tifien las bandas de colagena hepatica en
color azul, el nacleo celular en color negro vy el citoplasma de color rojo. Se lleva a cabo el
siguiente procedimiento comun para ambas tinciones:
1. Los cortes de higado se depositan en un vial conteniendo una solucidn fijadora
de formaldehido (formol) al 10% en PBS, el tiempo minimo de fijacion fue de
24 horas.
2. Los cortes se lavan con agua corriente, se deshidratan en alcoholes y se
embeben en parafina.
3. Se realizan cortes de 6-7 micras de grosor y se cubrieron con silano.

4. Se realiza lo siguiente:

a) Tincién de HE.
1. Las rebanadas se desparafinan y rehidratan con xileno, alcohol absoluto y
alcohol al 95%.
2. Se aplica la hematoxilina de Harris durante 15 min.
3. Se enjuaga en agua corriente por 2 minutos.
4. Se diferencia en alcohol acido con 3 a 10 inmersiones.
5. Se verifica la diferenciacion con microscopio, los nlcleos deben distinguirse y
el fondo debe ser de color muy tenue o incoloro.
6. Se sumergen en agua amoniacal o saturada de carbonato de litio hasta que las
secciones fueron de color azul brillante.
8. Se lavan en agua corriente de 10 a 20 min.
9. Se tifien con eosina de 15 s a 20 min dependiendo de la edad de la eosina y el
grado de contraste deseado (contratefiido).
10. Se lavan con alcohol al 95%.
11. Se lavan con alcohol absoluto, al menos dos cambios de alcohol.
12. Se lavan con xileno 2 cambios de alcohol.

13. Se montan en el polimero Permount o balsamo.
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10.
11.

12.

13.
14.
15.
16.
17.
18.

b) Tincion TM (Masson, 1948):

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

Se enjuagan en agua destilada.

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

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

Se enjuagan con agua destilada.

Se sumergen en la solucion de hematoxilina de hierro de Weigert por 10 min.
Se enjuagan con agua corriente el mismo tiempo.

Se enjuagan con agua destilada.

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

Se enjuagan con agua destilada.

Se colocan en solucidén de acido fosfomolibdico/acido fosfotungstinico por 10
a 15 min antes de la solucion de anilina azul y en é&cido fosfotungstinico
acuoso al 5% por 15 min antes del contraste verde claro. Se desecha la
solucion.

Se colocan en la solucién de anilina azul por 5 a 10 min o con la solucion
verde claro por 1 min. Se recupera la solucion.

Se enjuagan con agua destilada.

Se lavan con agua acética al 1% por 3 a 5 min. Se desecha la solucion.

Se lavan con alcohol al 95%.

Se lavan con alcohol absoluto, dos cambios de alcohol.

Se lavan con xileno, dos cambios de alcohol.

Se montan en el polimero Permount o balsamo.
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VIIl. ENSAYOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

Para la determinacion de la expresion proteica por medio del analisis de western blot de las
proteinas: p-65, IL-1pB, IL-6, 1I-10, MMP-13, TGF-p y CTGF fue necesario realizar
extracciones proteicas totales del higado.

VI1I.1. Obtencidn de proteinas totales por el méetodo del Trizol®

Para obtener las proteinas totales del tejido hepatico se utilizé el reactivo Trizol®

(Invitrogen TM) vy se siguid la técnica descrita a continuacion con las medidas de

seguridad e higiene necesarias (guantes y cubre bocas):

O N o O

10.
11.
12.
13.

14.

Se pesa 0.1 g de tejido hepatico de la rata previamente congelado.

Se homogeniza con 1.0 ml de Trizol®.

Se mantiene el homogeneizado 5 minutos a temperatura ambiente y enseguida se
adiciona 200 uL de cloroformo y se agita durante 15 segundos.

De manera inmediata se centrifuga a 12 000 rpm por un periodo de 20 minutos a fin
de obtener 3 capas.

Se adiciona a las proteinas 300 uL de etanol absoluto al 96%.

Se agita manualmente de forma vigorosa.

Se deja reposar por un periodo de 10 minutos a temperatura ambiente.

Se centrifuga por 10 minutos a 12 000 rpm y el sobrenadante se transfiere a un tubo
eppendorf de 1.5 ml ( se descarta el pellet)

Se adiciona de manera inmediata isopropanol hasta el volumen maximo del tubo.

Se deja reposar otro periodo de 20 minutos a temperatura ambiente

Se centrifuga a 12 000 rpm durante 15 minutos a una temperatura de 4°C

Se descarta el sobrenadante.

Se adiciona al pellet obtenido hidrato de guanidina (0.3M en etanol al 95%), se agita
y se recentrifuga por 10 minutos (se repite 2 veces).

Al concluir el tercer lavado, se desintegra el pellet con un homogeneizador, se

utilizan 500 pL de hidrato de guanidina.
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15.

16.
17.
18.

19.
20.
21.
22.
23.
24.

25.

26.

27.

28.

Se adiciona hidrato de guanidina hasta el volumen maximo y se hace un lavado
final.

Se centrifuga a 12 000 rpm por un periodo de 15 minutos.

Se desecha el sobrenadante, conservando el pellet.

Se adiciona etanol al 96% hasta el volumen méaximo del tubo y se agita
vigorosamente utilizando vortex

Se deja reposar 10 minutos a temperatura ambiente.

Se agita nuevamente en vortex de manera vigorosa.

Se centrifuga de 15 a 20 minutos a 12 000 rpm.

Se elimina el sobrenadante.

Se incuba el pellet a 58 °C por 2 minutos.

Se adicionan 600 puL de SDS al 1% (dentro del bafio) y se resuspenden las
proteinas.

Se dejan en el bafio durante 5 minutos.

Se centrifugan las proteinas obtenidas a 12 000 rpm por 35 minutos.

Se deposita el sobrenadante en nuevos tubos eppendorf (se almacenan a -20°C,
hasta su uso).

Se cuantifican las proteinas utilizando el método del 4cido bicinconinico.

63]



V11.2. Obtencion de proteinas totales por el método de RIPA®
Antes de iniciar el procedimiento, se recomienda encender la centrifuga, y se preparan 10

mL de la siguiente solucion (tabla 12):

Tabla 12. Cantidades de reactivos para preparar la solucion de RIPA

Solucion stock | Volumen (uL) | Concentracion final

Trizma base pH 7.6 400 40 mM

NaCl 750 150 mM

EDTApH 8.0 40 2.0 mM
Glicerol 1000 10%
Triton X100 100 1%
Deoxicolato de Na 500 0.5%
SDS 200 0.2%

H,0 7010 | -

A la solucion preparada se adicionan 800 pL de solucion de una tableta de
complete® en 2000 pL de H,O milliQ.
Procedimiento:
1. Se pesan 100 mg de tejido hepatico.
2. Se homogeneizan con 50 pL de solucion RIPA.
3. Se adiciona nuevamente 50 uL de solucion RIPA y se continua
homogeneizando.
4. Se centrifuga a 10 000 rpm a 4°C durante 20 minutos .
5. Se separa el sobrenadante y se cuantifica el contenido de proteinas

totales.
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V11.3. Cuantificacion de proteinas por el método del &cido bicinconinico.

Ya con las proteinas purificadas y conservadas a -20°C.

N o g &~

©

10.

11.

Se agita vigorosamente utilizando vortex

Se centrifugan las muestras de 10 000 a 12 000 rpm durante 16 minutos a -4°C
(se observa un pequefio pellet y sobrenadante.)

Se separa el sobrenadante, evitando tocar el pellet, para guardarlo ( para su uso
en caso necesario)

Se pesa 0.2 g de &cido bicinconinico .

Se adicionan 5 mL de agua milliQ.

Se reserva la solucion

Se realiza la curva de calibracion utilizando como referencia albumina de
bovino (BSA).

Se preparan las placas previamente lavadas y totalmente secas.

Se adicionan a los pocitos 1.0 uL de muestra y se completa a 100 pL con agua
milli Q.

Se adicionan 200 uL de sulfato cuprico al 4.0% a la solucion de &cido
bicinconinico preparada previamente.

Se adiciona la solucion anterior a cada pocito para completar 200 L.
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VI11.4 Técnica de electroforesis de proteinas.
Para la realizacion de la electroforesis de proteinas se preparan las siguientes soluciones
(tablas 13, 14, 15, 16, y 17):

Tabla 13. Solucion de mondémeros de acrilamida.
Acrilamida 60 gr

Bis-acrilamida | 1.6 gr

H,O 200 mL

Tabla 14. Solucion buffer de corrida pH 8.3

Reactivo Concentracion | Cantidad

Tris Base 0.025 M 30g

Glicina 0.192 M 144 ¢

SDS 1.0% 10 mL
H,O milli Q c.b.p 1000 mL

Tabla 15.Solucién buffer de transferencia

Reactivo Concentracion | Cantidad

Tris Base 0.025 M 309
Glicina 0.192 M 14.4 g
H,O milli Q c.b.p 1000

Tabla 16. Solucién para lavados TBS 1X tween pH 7.6
Reactivo | Cantidad
Tris-base = 2.42¢
NaCl 8.7¢
H,O c.b.p 1000
Tween 20 0.500
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Tabla 17. Buffer de muestra 2X pH 6.8

1. Se realiza una electroforesis utilizando un gel de poliacrilamida al

Reactivo
Tris
SDS
Glicerol
Mercaptoetanol
H,O

Azul de bromofenol

Concentracion final

0.1125 M
4%
20%
10%
c.b.p
10%

Cantidad mL

2.5
4.0
2.0
1.0
10.0

0.01g

12 % para

separar las proteinas, y un gel concentrador al 4% preparados segun la tabla 18:

Tabla 18. Cantidades para preparar los geles de corrida y concentrador

3.3
4.0
2.5
100
100

.004

Gel 12 %
mL
mL
mL (pH 8.3/1.5M)
pL
pL
pL

molecular.

utilizando una membrana de

Reactivo

H,O

Bis-acrilamida | 650

Tris
SDS 10%
PSA 10%
TEMED

Se corre el gel de 90 a 100V durante 2 horas.

3.0

Gel 4%

mL

mL

1.25 | mL (pH 6.8/0.5 M)

50
25
5

Se activa la membrana con metanol durante 3 minutos.

pL
pL
pL

Se monta la camara de electroforesis y se utiliza buffer de corrida.

Se hierven las muestras durante 5 minutos preparadas con el buffer de muestra 2X.

Se carga el gel con 50 uL de muestra y se utiliza 5.0 uL de marcador de peso

Se realiza la transferencia del gel utilizando el buffer de transferencia descrito y

Immuno-Blot TM PVDF (Bio Rad, Hercules, CA,
USA), a 300 mA durante 3 horas.
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VI11.5 Técnica de western blot.

Inmediatamente después de realizada la transferencia, se realiza un lavado
rapido de la membrana con TBS 1X-tween , seguido de tres lavados de 5
minutos cada uno.

Después de ello, se bloguean las membranas con una solucion de leche
descremada al 5% (marca Sveltys) en una solucién de tween-20 al 0.05% en
TBS 1X, durante 1 hora a temperatura ambiente.

Se incuban las proteinas de manera independiente a 4 °C toda la noche con el
anticuerpo primario correspondiente: NF-xB (p65), TGF-p, IL-1p (MAB3026,
MAB1032, AB1832, respectivamente de Millipore Corp., Billerica, MA, USA),
IL-10 y CTGF (SC-57245 and SC14939, respectivamente de Santa Cruz
Biotechnology Inc. Santa Cruz, CA).

Después de la incubacion las membranas se lava y se exponen al anticuerpo
secundario (anti- raton monoclonal Zymed, San Francisco, CA, USA) en
dilucion 1:1500 para bloquear durante 1 hora a temperatura ambiente.

Se lavan las membranas y se revelan las proteinas.

Se utiliza el western lightningTM Plus-ECL Enhanced “Chemiluminescence
detection system (NEN Life Sciences Products”, Elmer LAS inc., Boston, MA,
USA.

VI1.5.1 Técnica de revelado.

1. Se hace una mezcla suficiente vol/vol de los reactivos
quimioluminiscentes.

2. Seagrega la mezcla a la membrana y se incuba durante 1 minuto.

3. Se pone la membrana en una placa de revelado con pelicula auto
adherente y se fija en la placa.

4. Se revela en el cuarto obscuro utilizando el revelador, agua y fijador
sin mezclarse entre ellos.

5. Se abre la placa y se pone la pelicula radiogréafica en contacto con la

membrana, por un tiempo adecuado.
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6. Sesaca la peliculay se pone en el revelador durante 1 minuto.

7. Se saca la pelicula del revelador y se enjuaga con agua

8. Se pone la pelicula en el fijador durante 1 minuto.

9. Seenjuaga con agua y se seca.

10. Se capturan las imagenes digitalmente con un equipo BioDoc-It
Imaging System (UVP, Upland, CA

Las membranas fueron incubadas con un anticuerpo anti ratbn monoclonal contra 3-

actina’’, para ser utilizada como control de carga’, se utilizé un western Lightning
Plus-ECL Kit (PerkinElmer, Waltham, MA). Después de revelar y obtener las

imagenes, a las membranas se les realizé un “stripping”, para ser reutilizadas con

diferentes anticuerpos.

VI1.6. Técnica de stripping.

El procedimiento del ensayo de stripping se describe a continuacion:

1.

3.
4.
5.

Se lavan las membranas 4 veces con buffer de fosfatos a pH de 7.4
(0.015 M en NaCl al 0.9%).

Se sumergen las membranas en una solucion buffer (2-mercaptoethanol
100 mM, en dodecyl sulfato de sodio al 2% y Tris—HCI 62.5 mM, pH
6.7 por 30 min a 60° C

Se lavan las membranas 2 veces con agua corriente.

Se realizan 2 lavados méas con agua bidestilada.

Finalmente se lavan las membranas 2 veces mas por 15 minutos cada uno

con buffer de fosfatos con tween al 0.05 %. 2.6.
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VI11.7 Tratamiento estadistico.

Todas las determinaciones se realizaron por duplicado. De los resultados se obtuvo la
media, la desviacion estandar y el error estandar para cada uno de los diferentes indicadores
medidos de los grupos tratados.

Para cada uno de los indicadores se aplico un analisis de varianza de una sola variable con
el fin de estimar diferencias significativas entre los diferentes grupos de tratamiento. Las
medias de cada grupo se compararon por el método de Tukey, y se consideré que hubo una

diferencia significativa cuando p< 0.05.
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VIIl. RESULTADOS
VIl1.1Modelo de prevencion con hesperidina

VI11.1.1 Marcadores séricos de dafio hepatico.

El incremento en los niveles séricos de la ALT estd asociado con la muerte de los
hepatocitos, mientras que la elevacion de los niveles séricos de lay-GTP es un indicador de
colestasis. El efecto hepatoprotector de la hesperidina en el higado fue evaluado por la
determinacion de las actividades enzimaticas de la ALT y y-GTP, las cuales mostraron un
incremento en los animales tratados durante 8 semanas con CCl,, comparado con el grupo
control. El tratamiento con hesperidina previno parcialmente el incremento en las

actividades enzimaticas en ALT y y-GTP inducido por CCl, (Ver tabla 19)

Tabla 19. Efecto de la administracion crénica de CCl, y hesperidina sobre las actividades
dela ALT y lay-GTP.

Parametro Control CCly CCl, - He He
27.07 £ 2.77 79.52 + 2.29% 59.43 + 4.64 &° 17.70 £ 0.96%
ALT
(umol/Lmin)
9.48 £1.45 11.29 +0.70% 9.58 + 0.51° 9.40 £ 1.57
y-GTP
(umol/Lmin)

Efecto de la administracion cronica de CCl, sobre las actividades de la ALT, y y-GTP en el
grupo control, grupo de dafio (CCl,), ratas tratadas con CCl, mas hesperidina (CCl;-HE); y ratas
administradas s6lo con hesperidina (He). Cada resultado representa el valor medio de experimentos
realizados en ensayos por triplicado + ES (n = 6). "a" Significativamente diferente del control, P

<0,05. "b" significativamente diferente del grupo CCl,, P <0,05.
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VII1.1.2 El efecto antioxidante de la hesperidina.

En la figura 11 se muestra el incremento significativo inducido con CCl4 con respecto al
grupo control de los niveles de malondialdehido, lo cual indicé el grado de peroxidacién
lipidica. De manera importante, el tratamiento concomitante con hesperidina fue capaz de
prevenir de manera total el grado de peroxidacion lipidica, ademas de ello, la hesperidina
por si sola disminuy0 los niveles basales de MDA, lo que indica que esta flavona posee un
potente efecto antioxidante. Por otro lado, se determin6 el estrés oxidativo a nivel
citosolico, al cuantificar el nivel de glutation en el higado. Como se muestra en la figura 12,
los niveles de glutation disulfoxido (GSH) en el grupo tratado con CCl, fue reducido
comparado con el grupo control, mientras que los niveles de glutation oxidado (GSSG)
incrementaron significativamente en el grupo tratado con CCl, comparado con el grupo
control. La relacion entre GSH/GSSG fue significativamente reducida, mientras que en el
grupo que recibié ademas hesperidina se observaron niveles altos de GSH, asi como la
razon (GSH/GSSG) vy el contenido de glutation total (GSH+GSSG) fue incrementado

incluso por encima de los niveles normales.

PEROXIDACION LIPIDICA
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S 0.3 -
=
k<Y
©
g 0.2
g — b
g —
o a
(&) 01_ —
(e2]
£
0.0 T T T T
CONTROL  CCl, cCl, -He He

Figura 11. Peroxidacion lipidica determinada en higado de rata después de la
administracion crdnica de CCly, en el grupo control (control), ratas tratadas con CCl, (CCl,), ratas
tratadas con CCl, més hesperidina (CCl,-He); y ratas administradas solo con hesperidina (He).
Cada barra representa el valor medio de experimentos realizados en 6 ratas = ES "a" diferencia

significativa con grupo control, p <0,05. "b" diferencia significativa del grupo CCl,, p <0,05.
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Figura 12. Glutation reducido (GSH), glutation oxidado (GSSG), razén GSH/GSSG y
glutation total (GSH + GSSG) determinados en higado de rata después de la administracion cronica
de CCly, en el grupo de control (control), ratas tratadas con CCl, (CCl,), ratas tratadas con CCl, més
hesperidina (CCl,-He); y ratas administradas solo con hesperidina (He). Cada barra representa el
valor medio de experimentos realizados en 6 ratas + ES "a" diferencia significativa con grupo

control, p <0,05. "b" diferencia significativa del grupo CCl,, p <0,05.
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VI111.1.3 Contenido de Glucogeno

El glucogeno es la principal forma de almacenamiento de glucosa en los animales y en los
humanos, por lo tanto, es la principal fuente de energia. El contenido de glucdgeno en el
higado fue reducido drasticamente tras la administracion de CCl,. La administracion
concomitante de hesperidina previno considerablemente esta reduccion, Yy la
administracion de hesperidina por si sola no muestra alteraciones en este parametro (figura
13).
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Figura 13. Contenido de glucoégeno determinado en higado de rata después de la
administracion cronica de CCly, en los grupos control, ratas tratadas con CCl, (CCly), ratas tratadas
con CCl, més hesperidina (CCl4-He); y ratas administradas solo con hesperidina (He). Cada barra
representa el valor medio de experimentos realizados en 6 ratas + ES "a" diferencia significativa

con grupo control, p <0,05. "b" diferencia significativa del grupo CCl,, p <0,05.
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VII1.1.4 Contenido de colagena.

La caracteristica mas importante en la cirrosis es la fibrosis del higado, siendo la colagena
la proteina més abundante en el tejido fibrotico. El grado de fibrosis se determino por la
cuantificacion de la cantidad de hidroxiprolina, expresada como contenido de colagena en
higado. La exposicion cronica al agente hepatotdxico CCly, incrementa el contenido de
coldgena aproximadamente 8 veces por encima del grupo control. La hesperidina tuvo un

importante y significativo efecto preventivo sobre este parametro (figura 14).
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Figura 14. Contenido de colagena determinado en higado de rata después de la
administracion crénica de CCl, en los grupos control, ratas tratadas con CCl, (CCl,), ratas tratadas
con CCl, mas hesperidina (CCl4-He); y ratas administradas solo con hesperidina (He). Cada barra
representa el valor medio de experimentos realizados en 6 ratas + ES "a" diferencia significativa

con grupo control, p <0,05. "b" diferencia significativa del grupo CCl,, p <0,05.
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VII1.1.5 Analisis histopatoldgico.
Para confirmar los resultados bioquimicos, se realizd el andlisis histopatologico, con la
finalidad de observar necrosis y contenido de coléagena en el tejido. Los tejidos de los
diferentes grupos, a las diferentes condiciones fueron tratados utilizando la técnica de
hematoxilina y eosina (figura 15 A-D). Los tejidos de los animales sin tratamiento o
control mostraron un parénquima hepatico de apariencia normal, constituido por columnas
geométricamente distribuidas alrededor de una vena central y delimitando periféricamente
por un espacio portal, formando los I6bulos tipicos del higado (panel A). Los espacios
sinusoidales se observaron ordenados entre columnas de lamelas de hepatocitos. Los
animales tratados con CCl, mostraron un higado con una intensa fibrosis nodular formado
por depositos abundantes de fibras de coladgena rodeando irregularmente a los hepatocitos
que estan geométricamente ordenados, algunos de ellos muestran sefiales de dafio celular y
otros con pequefias células eosinofilicas formando hepatocitos de neoformacion (panel B).
En el panel C, los higados de los animales tratados con CCls méas hesperidina presentaron
areas con los depositos de colagena disminuidos considerablemente con respecto al grupo
control. Finalmente, se realiz6 la tincion tricrémica de Masson (figura 16); el grupo control
(E) mostro depositos de fibras de coldgena solamente en las areas portales del tejido. Por
otro lado, el grupo tratado con CCl, (F) confirmé los depdsitos abundantes de fibras de
coladgeno formando nédulos de regeneracion. De manera similar, los tejidos de las ratas
tratadas con CCl,; y hesperidina concomitantemente (G), mostraron una disminucion
importante de dichos depdsitos de colagena, finalmente el grupo tratado Gnicamente con

hesperidina (H) mostraron tejidos de apariencia normal.
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Figura 15. Histologia de la tincién de hematoxilina y eosina en higado de rata de
diferentes tratamientos. Las ratas control (A); ratas tratadas con CCl, (B); Ratas tratadas
con CCls més hesperidina (C), y ratas administradas solo con hesperidina (D). CV: vena
central; F: tejido fibroso; H: hepatocitos; NH: hepatocitos de neoformacion; PS: espacio

portal; punta de flecha: vena congestionada. Barra de escala = 100um.
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Figura 16. Histologia de la tincién tricromica de Masson en higado de rata de diferentes
tratamientos. Las ratas de control (E); tratadas con CCl, (F); Ratas tratadas con CCl,; més
hesperidina (G), y ratas administradas solo con hesperidina (H). CV: vena central; F: fibras

de colagena; H: hepatocitos; PS: espacio portal. Barra de escala = 100um.
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VI111.1.6 Capacidad inmunomoduladora de la hesperidina

VI111.1.6.1 Expresion proteica del NF-xB

Para la evaluacion de la capacidad inmunomoduladora de la hesperidina se midieron los
niveles de expresion de diferentes proteinas utilizando la técnica de western blot. Se
determind, mediante andlisis densitométrico, la expresion proteica, del NF-xB (p-65),
donde se observd que la administracion crénica de CCl, incremento la expresion de esta
proteina significativamente por encima de los niveles del grupo control, mientras que el
grupo tratado en conjuncion con la hesperidina previno considerablemente su expresién
(figura 17). Interesantemente, la administracion por si sola de la hesperidina disminuyd los
niveles de expresion de p-65, incluso por debajo de los niveles observados en el grupo

control.

P-65
6_
a
2 T
5
< 4-
[--%
[a]
3 a,b
2
d 21
a
@)
a,b,c
O T T T T
CONTROL CCl, CCl,-He He
P-65 65kDa

B-actina
43 kDa

Figura 17. Expresion del NF-xB (p65) determinada por western blot; se muestra un western blot
representativo de los diferentes grupos: ratas control (control), ratas tratadas con CCl, (CCly),
ratas tratadas con CCl, més hesperidina (CCl,-He); y las ratas que recibieron sélo hesperidina (He),
la B-actina se utiliz6 como control. Las intensidades de sefial se determinaron mediante analisis
densitométrico y los valores se calcularon como la relacion de p-65/B-actina. Cada barra representa
los valores medios de 3 ratas + SE, por triplicado. "a" representa diferencia significativa de las ratas
del grupo control, p <0,05. "b" representa diferencia significativa de las ratas del grupo CCly, p

<0,05.
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VI11.1.6.2 Expresion proteica de la citocina pro-inflamatoria IL-1f3.

A nivel molecular se determino6 la expresion proteica de la citocina pro-inflamatoria (IL-
1pB), utilizando la técnica de western blot y realizando el andlisis densitométrico
correspondiente (figura 18). Los resultados obtenidos mostraron que tras la administracion
cronica del CCly, los niveles en la expresion de dicha proteina se incrementaron
considerablemente con respecto al grupo control. Sin embargo, el grupo que recibié tanto
CCl4 como hesperidina de manera concomitante mostrd una expresion significativamente
menor en los niveles de dicha proteina. Ademas de ello, la regulacion a la baja de dicha

proteina se observé también en el grupo tratado solo con hesperidina.
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Figura 18. Expresion de la interleucina 1B (IL-1B) determinada por western blot; se muestra un

western blot representativo de los diferentes grupos: ratas control (control), ratas tratadas con CCl,
(CCly), ratas tratadas con CCl, mas hesperidina (CCls;-He); y las ratas que recibieron solo
hesperidina (He). La B-actina se utilizo como control. Las intensidades de sefial se determinaron
mediante analisis densitométrico y los valores se calcularon como la relaciéon de IL- 1p/B-actina.
Cada barra representa los valores medios de 3 ratas = SE, por triplicado. "a" representa diferencia
significativa de las ratas del grupo control, p <0,05. "b" representa diferencia significativa de las

ratas del grupo CCl,, p <0,05.

80|



VI11.1.6.3 Expresion proteica de la citocina anti-inflamatoria IL-10.

Los niveles de expresion de la citocina anti-inflamatoria I1L-10 fue incrementada en el
grupo tratado cronicamente solo con CCls. Interesantemente, en el grupo tratado
concomitantemente con hesperidina y CCl, se incrementaron drasticamente los niveles
proteicos de esta citocina (figura 19). Adicionalmente, la administracion de hesperidina por
si sola incrementa los niveles de expresion de esta citocina por encima de los niveles
observados en el grupo control, lo cual indica el efecto antiinflamatorio positivo de este

flavonoide.
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Figura 19. Expresion de la interleucina 10 (IL-10) determinada por western blot; se muestra un
western blot representativo de los diferentes grupos: ratas control (control), ratas tratadas con CCl,
(CCly), ratas tratadas con CCl, méas hesperidina (CCls;-He); y las ratas que recibieron solo
hesperidina (He). La B-actina se utiliz6 como control. Las intensidades de sefial se determinaron
mediante andlisis densitométrico y los valores se calcularon como la relacion 1L-10/B-actina. Cada
barra representa los valores medios de 3 ratas = SE, por triplicado. "a" representa diferencia
significativa de las ratas del grupo control, p <0,05. "b" representa diferencia significativa de las

ratas del grupo CCl,, p <0,05.
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VI11.1.6.4 Expresion proteica de las citocinas pro-fibroticas TGF-f y CTGF.

Para finalizar la evaluacién de la capacidad inmunomoduladora de la hesperidina, se
determinaron los niveles de expresion del TGF-B, un mediador de la fibrosis por
excelencia, y del CTGF, uno de sus mediadores mas importantes en su via de sefializacion;
en donde, como es de esperarse la expresion de ambas proteinas del grupo de CCl, aumento
significativamente con respecto al grupo control. La hesperidina previno de manera
significativa el incremento la expresion de ambas proteinas, parcialmente para TGF-B y
totalmente para CTGF, con respecto al grupo control, ademas se observd una disminucion

en los niveles basales en el grupo tratado solo con hesperidina (figura 20).
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Figura 20. Expresion del TGF-B y del CTGF determinados por la técnica de western blot; se
muestra un western blot representativo de los diferentes grupos: ratas control (control), ratas
tratadas con CCl, (CCl,), ratas tratadas con CCl, mas hesperidina (CCls;-He); y las ratas que
recibieron so6lo hesperidina (He). La B-actina se utiliz6 como control. Las intensidades de sefial se
determinaron mediante analisis densitométrico y los valores se calcularon como la relacion TGF-
B/B-actina y CTGF/B-actina, respectivamente. Cada barra representa los valores medios de 3 ratas
+ SE, por triplicado. "a" representa diferencia significativa de las ratas del grupo control, p <0,05.

"b" representa diferencia significativa de las ratas del grupo CCl,, p <0,05.
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VII1.1.6.5 m-RNA de citocinas profibrogénicas

Se evaluaron de manera cualitativa los niveles de mRNA del TGF-p y CTGF. La
intoxicacion cronica con el CCl, incrementé el mRNA del TGF-B y del CTGF, lo cual
indica la activacion de importantes vias profibrogénicas. Interesantemente, el tratamiento

concomitante con hesperidina disminuyo los niveles de mRNA de esas proteinas (figura

21).

Blanco Control CCIl; CCIlHE HE

CTGF

B-actina

Figura 21 Niveles de mRNA para los genes TGF-B y CTGF. Se muestra una imagen
representativa de los productos de PCR pertenecientes a los diferentes grupos: ratas control
(control), ratas tratadas con CCl, (CCly), ratas tratadas con CCl, mas hesperidina (CCl,-He); y las
ratas que recibieron solo hesperidina (He). La B-actina se utiliz6 como control. Los productos de

RT-PCR se obtuvieron con cebadores especificos para cada gen y B-actina.
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VI111.2 Modelo de prevencion con L-teanina

VI1I1.2.1 Actividades enziméticas de la ALT y la y-GTP.
Para evaluar la capacidad de prevencion de la L-teanina en el dafio hepatico inducido en
nuestro modelo se evaluaron las actividades enziméticas de la ALT y de la y-GTP. La ALT
es una enzima citosolica del hepatocito, un incremento en los niveles séricos de dicha
enzima refleja un incremento en la permeabilidad de la membrana plasmatica, y en
consecuencia muerte celular. Por otro lado, la y-GTP es una enzima embebida en la
membrana plasmatica del hepatocito, principalmente en el dominio canalicular, esta enzima
es el principal indicador de colestasis. Las actividades enzimaticas de la ALT y de la y-GTP
en el grupo de CCl, mostraron un incremento con respecto al grupo. La administracion

concomitante de L-teanina normalizo los niveles séricos de ambas enzimas (Tabla 20).

Tabla 20. Efecto de la administracion crénica de CCl, y L-teanina sobre las actividades de
la ALT y lay-GTP

Parametro Control CCla CCls+ L-THE L-THE
ALT (umol/Lmin) 27.07 £ 2.77 79.52 + 2.292 59.43 + 4.64ap 18.31 £ 1.13
y-GTP (umol/Lmin) 9.48 +1.45 11.29 £ 0.702 11.26 £ 0.532 9.40 £ 1.15

Efecto de la administracion cronica de CCl, sobre las actividades de la ALT, y la y-GTP en el grupo
control, grupo tratado con CCl, (CCl,), las ratas tratadas con CCl, mas L-teanina (CCl;-THE) ; y
ratas administradas sélo con L-teanina (THE). Cada resultado representa el valor medio de
experimentos realizados en ensayos por duplicado £ SE (n = 6). "a" representa diferencia
significativa de las ratas del grupo control, p <0,05. "b" representa diferencia significativa de las

ratas del grupo CCl,, p <0,05.
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VII1.2.2 Contenido de colagena

La fibrosis resultante de un dafio cronico inducido con CCls exhibe cambios tanto
cualitativos como cuantitativos en la composiciéon de la MEC como resultado del
desequilibrio de las velocidades de su sintesis y degradacion. La exposicion cronica a
agentes toxicos como el CCl, incrementa la fibrosis cerca de 6 veces comparado con el
grupo control. La L-teanina previene significativamente en forma parcial este efecto.
(figura 22).

COLAGENA

101
o a
g T
S a,b
3 41
g 21 b,c

— 1

T T T T
CONTROL CCl, CCl,-THE THE

Figura 22. Contenido de coldgena determinado en higado de rata después de la
administracion crénica de CCl, en el grupo de control (control), ratas tratadas con CCl, (CCl,), ratas
tratadas con CCl,; méas L-teanina (CCl,-THE); y ratas administradas solo con L-Teanina (THE).
Cada barra representa el valor medio de experimentos realizados en 6 ratas = SE "a" diferencia
significativa con grupo control, p <0,05. "b" diferencia significativa del grupo CCl,, p <0,05. "c"

representa diferencia significativa de las ratas del grupo CCl,-THE, p <0,05.
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VI11.2.3 Ensayo histopatologico.

Se realizd la tincién de hematoxilina y eosina del higado de las ratas de los diferentes
grupos tratados (figura 23). El grupo control mostré la apariencia de un tejido normal, de
manera analoga al grupo tratado Unicamente con L-teanina; mientras que el grupo tratado
cronicamente con CCl, mostr6 una intensa fibrosis nodular del parénquima con hepatocitos
hipertroficos, esteatosis y células acidofilicas de neoformacion. Las areas fibroticas fueron
reducidas y las células de neoformacion fueron incrementadas para el grupo con el
tratamiento con CCl, y con L-teanina.

Adicionalmente, se realizd la tincion tricromica de Masson (figura 24), donde se
observaron pequefias fibras de coladgena en las areas portales en el grupo control. Las
secciones de tejido fibrotico del grupo expuesto al CCl, evaluadas mostraron un incremento
en las fibras de colagena, asi como fibrosis nodular rodeando a hepatocitos hipertréficos. El
grupo tratado con L-teanina y CCl,; mostr6 una menor cantidad de tejido fibrético.
Finalmente el grupo tratado solo con L-teanina con el parénquima hepético de apariencia

normal.
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Figura 23. Histologia de la tincion de hematoxilina y eosina en higado de rata con
diferentes tratamientos. Las ratas control (A); grupo de CCl, (B); Ratas tratadas con CCl,
mas L-teanina (C), y ratas administradas solo con L-teanina (D). CV: vena central; F: tejido
fibroso; H: hepatocitos; NH: hepatocitos de neoformacion; PS: espacio portal. Barra de

escala = 50um.
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Figura 24. Histologia de la tricromica de Masson en higado de rata con diferentes

tratamientos. Las ratas control (A); Ratas tratadas con CCl, (B); Ratas tratadas con CCl,
mas L-teanina (C), y ratas administradas solo con L-teanina (D). CV: vena central; F:
tejido fibroso; H: hepatocitos; NH: hepatocitos de neoformacion; PS: espacio portal. Barra

de escala = 50um.
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VI11.2.3 Estrés oxidativo

Se evalud el estrés oxidativo a nivel membranal por determinacion del contenido de
malondialdehido (MDA) hepéatico. La peroxidacion lipidica se incremento
significativamente en el grupo tratado de manera cronica con CCl, Este incremento fue
parcialmente prevenido por la L-teanina. (figura 25).

Para evaluar el estrés oxidativo a nivel citosolico se cuantificaron los niveles de glutation
en el higado (figura 26). Se observo un decremento de los niveles de GSH mientras que los
niveles de GSSG mostraron una tendencia a incrementarse en el grupo tratado con CCl,
comparados con el grupo control. Este incremento causa una caida en la relacién
GSH/GSSG, lo cual indica un incremento en el estrés oxidativo del higado. La L- teanina

muestra un efecto parcial pero significativo en la prevencion del estrés oxidativo.
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Figura 25. Peroxidacion lipidica determinada en higado de rata después de la
administracion crénica de CCly, en el grupo control (control), ratas tratadas con CCl, (CCl,), ratas
tratadas con CCl,; méas L-teanina (CCl,-THE); y ratas administradas solo con L-Teanina (THE).
Cada barra representa el valor medio de experimentos realizados en 6 ratas + SE. "a" diferencia
significativa con el grupo control, p <0,05. "b" diferencia significativa del grupo CCl,, p <0,05. "c"

representa diferencia significativa de las ratas del grupo CCl,-THE, p <0,05.
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Figura 26 Glutation reducido (GSH), glutation oxidado (GSSG), razén GSH/GSSG y
glutation total (GSH + GSSG) determinados en higado de rata después de la administracion cronica
de CCly, en el grupo control (control), ratas tratadas con CCl, (CCl,), ratas tratadas con CCl4 mas L-
teanina (CCl,-THE); y ratas administradas solo con L-Teanina (THE). Cada barra representa el
valor medio de experimentos realizados en 6 ratas + SE. "a" diferencia significativa con el grupo

control, p <0,05. "b" diferencia significativa del grupo CCl,, p <0,05.
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VI1I1.2.4 Capacidad inmuno-moduladora de la L-teanina.

V111.2.4.1 Expresion proteica del NF-xB
Para evaluar la capacidad inmuno-moduladora de la L-teanina se determiné la expresion del
NF-xB a traves de la cuantificacion de los niveles proteicos de la subunidad p-65 mediante
el anédlisis de western blot. La administracién de CCl, incremento la expresion de p-65
comparado con el grupo control; mientras que con el tratamiento concomitante de L-teanina

disminuyd parcialmente la expresion de esta proteina (figura 27).

P-65
6-
s S
5
< 44
o
a
O a,b
Pro)
© 2+
o
o)
o
a,b,c
O 1 T 1 1
CONTROL CCl, CCl,-THE THE
P-65

Figura 27. Expresion del NF-xB (p65) determinada por western blot; se muestra un
western blot representativo de los diferentes grupos: ratas control (control), ratas tratadas con CCl,
(CCly), ratas tratadas con CCl, mas L-teanina (CCl,-THE), y las ratas que recibieron sélo L-teanina
(THE). La B-actina se utilizd como control. Las intensidades de la sefial se determinaron mediante
analisis densitométrico y los valores se calcularon como la relacion de p-65/B-actina. Cada barra
representa los valores medios de 3 ratas + SE, por triplicado. "a" representa diferencia significativa
de las ratas del grupo control, p <0,05. "b" representa diferencia significativa de las ratas del grupo
CCl,, p <0,05. "c" representa diferencia significativa de las ratas del grupo CCl,-THE, p <0,05.
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VII1.2.4.2 Expresion proteica de las citocinas proinflamatorias y anti-inflamatorias

Por otro lado, se evalud el efecto de la L-teanina sobre la expresion de las citocinas pro-
inflamatorias, interleucinas IL-1p e IL-6. Los resultados muestran que existe un incremento
en la expresion en el grupo tratado con CCl, comparado con el grupo control, tanto en la
IL-1B (figura 28), como en la IL-6 (figura 29). Los incrementos en los niveles de la
expresion de dichas proteinas fueron prevenidos mediante la administracion concomitante
con L-teanina. Interesantemente, la administracion por si sola de L-teanina disminuyo los
niveles de la expresion de dichas proteinas, incluso por debajo de los niveles observados en
el grupo control. De la misma manera, se evalud la expresion de la citocina anti-
inflamatoria 1L-10, la cual mostr6 una tendencia a incrementarse en el grupo tratado con
CCly4, mientras que la L-teanina fue capaz de incrementarla de manera significativa (figura
30).
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Figura 28. Expresion de la interleucina 1B (IL-1B) determinada por western blot; se

muestra un western blot representativo de los diferentes grupos: ratas control (control), ratas
tratadas con CCl,; (CCl,), ratas tratadas con CCl, mas L-teanina (CCl,-THE), y las ratas que
recibieron solo L-teanina (THE). La B-actina se utiliz6 como control. Las intensidades de la sefial se
determinaron mediante el andlisis densitométrico y los valores se calcularon como la relacion de 1L-
1B/B-actina. Cada barra representa los valores medios de 3 ratas + SE por triplicado. "a" representa
la diferencia significativa de las ratas del grupo control, p <0,05. "b" representa diferencia
significativa de las ratas del grupo CCl,, p <0,05. "c" representa diferencia significativa de las ratas
del grupo CCl4-THE, p <0,05.
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Figura 29. Expresion de la interleucina 6 (1L-6) determinada por western blot; se muestra
un western blot representativo de los diferentes grupos: ratas control (control), ratas tratadas con
CCl, (CCly), ratas tratadas con CCl, mas L-teanina (CCl,-THE); y las ratas que recibieron solo L-
teanina (THE). La B-actina se utiliz6 como control. Las intensidades de la sefial se determinaron
mediante el andlisis densitométrico y los valores se calcularon como la relacién de IL- 6/B-actina.
Cada barra representa los valores medios de 3 ratas + SE por triplicado. "a" representa diferencia
significativa de las ratas del grupo control, p <0,05. "b" representa diferencia significativa de las
ratas del grupo CCl,, p <0,05. "c" representa diferencia significativa de las ratas del grupo CCl,-
THE, p <0,05.
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Figura 30. Expresion de la interleucina 10 (IL-10) determinada por western blot; se
muestra un western blot representativo de los diferentes grupos: ratas control (control), ratas
tratadas con CCl, (CCl,), ratas tratadas con CCl, mas L-teanina (CCl,~-THE); y las ratas que
recibieron solo L-teanina (THE). La B-actina se utiliz6 como control. Las intensidades de la sefial se
determinaron mediante el analisis densitométrico y los valores se calcularon como la relacion de IL-
10/B-actina. Cada barra representa los valores medios de 3 ratas + SE por triplicado. "a" representa
la diferencia significativa de las ratas del grupo control, p <0,05. "b" representa la diferencia
significativa de las ratas del grupo CCl,, p <0,05. "c" representa la diferencia significativa de las
ratas del grupo CCl,-THE, p <0,05.
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VII1.2.4.3 Expresion proteica de las citocinas profibrogénicas

La citocina TGF-f muestra una sobreexpresion en casi todas las enfermedades fibroticas,
asf como en los modelos experimentales de fibrosis. *° Los niveles de la expresion del TGF-
By del CTGF se analizaron utilizando la técnica de western blot. Después de la
administracion con CCl, durante 8 semanas, estas citocinas mostraron un incremento
significativo en la expresion comparada con el grupo control.. TGF-p (figura 31), y CTGF
(figura 32), Interesantemente la L-teanina disminuyo la expresion de manera significativa la
expresion de estas citocinas profibrogénicas. Ademas se observd una disminucion en los

niveles basales en el grupo tratado solo con L-teanina.
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Figura 31. Expresion del TGF-B determinada por western blot; se muestra un western blot
representativo de los diferentes grupos: ratas control (control), ratas tratadas con CCl; (CCly),
ratas tratadas con CCl, més L-teanina (CCl,-THE); y las ratas que recibieron sélo L-teanina (THE).
La B-actina se utilizo como control. Las intensidades de la sefial se determinaron mediante el
analisis densitométrico y los valores se calcularon como la relacién de TGF-B/B-actina. Cada barra
representa los valores medios de 3 ratas £ SE por triplicado. "a" representa la diferencia
significativa de las ratas del grupo control, p <0,05. "b" representa la diferencia significativa de las
ratas del grupo CCl,, p <0,05. "c" representa diferencia significativa de las ratas del grupo CCl,-
THE, p <0,05.
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Figura 32. Expresion del CTGF determinada por western blot; se muestra un western blot
representativo de los diferentes grupos: ratas control (control), ratas tratadas con CCl; (CCly),
ratas tratadas con CCl,; mas L-teanina (CCl,-THE); y las ratas que recibieron sélo L-teanina (TH.
La B-actina se utilizo como control. Las intensidades de la sefial se determinaron mediante el
analisis densitométrico y los valores se calcularon como la relacion de CTGF/B-actina. Cada barra
representa los valores medios de 3 ratas + SE, por triplicado. "a" representa la diferencia
significativa de las ratas del grupo control, p <0,05. "b" representa la diferencia significativa de las
ratas del grupo CCl,, p <0,05. "c" representa diferencia significativa de las ratas del grupo CCl,-
THE, p <0,05.
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VII1.2.4.4 Expresion de la MMP-13

En el modelo con L-teanina se evalud la activacion de la MMP-13 (figura 33). La forma
latente de la MMP-13 no mostrd alteraciones o cambios significativos entre los grupos
evaluados para la forma activa de esta proteina, tanto los grupos control, y el tratado solo
con L-teanina mostrd una expresion basal de la MMP-13; sin embargo, la forma activa de
la MMP-13 fue incrementada tras la administracion cronica de CCly. Interesantemente, el
tratamiento concomitante con L-teanina incrementd significativamente la expresion de la
forma activa de la MMP-13.
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Figura 33. Expresion de la MMP-13 determinada por western blot; se muestra un western
blot representativo de los diferentes grupos: ratas control (control), ratas tratadas con CCl, (CCly),
ratas tratadas con CCl, méas L-teanina (CCl,-THE); y las ratas que recibieron sélo L-teanina (THE).
La B-actina se utilizd como control. Las intensidades de la sefial se determinaron mediante el
analisis densitométrico y los valores se calcularon como la relacion de MMP-13/B-actina tanto para
la forma latente como la activa. Cada barra representa los valores medios de 3 ratas + SE, por
triplicado. "a" representa la diferencia significativa de las ratas del grupo control, p <0,05. "b"
representa la diferencia significativa de las ratas del grupo CCls, p <0,05. "c" representa la

diferencia significativa de las ratas del grupo CCl,-THE, p <0,05.
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VI11.2.4.5 m-RNA de citocinas profibrogénicas

Finalmente, se evaluaron de manera cualitativa los niveles de mRNA del TGF-B y del
CTGF. La intoxicacion crénica con el CCly incrementé el mRNA del TGF-py del CTGF,
lo cual indica la activacion de importantes vias profibrogénicas. Interesantemente, el
tratamiento concomitante con L-teanina disminuyd los niveles de mRNA de esas proteinas
(figura 34).
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Figura 34. Niveles de mRNA para los genes TGF-B y CTGF. Los productos de RT-PCR se
obtuvieron con cebadores especificos para cada gen y B-actina. Se muestra una imagen
representativa de los productos de PCR pertenecientes a los diferentes grupos: ratas control
(control), ratas tratadas con CCl, (CCly), ratas tratadas con CCl, mas L-teanina (CCl;-THE); y las
ratas que recibieron sélo L-teanina (THE). La B-actina se utiliz6 como control. Productos de RT-

PCR se obtuvieron con cebadores especificos para cada gen y B-actina.
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IX. DISCUSION

El presente estudio mostré gque tanto la hesperidina como la L-teanina, previenen el estrés
oxidativo, la inflamacion, la fibrosis, y la cirrosis, que son inducidas por el CCl, Estos
hechos, podrian ser atribuidos a que ambos compuestos presentan diferentes mecanismos
para la prevencion del dafio hepatico experimental, como son su capacidad antioxidante, asi
como su capacidad inmunomoduladora, para prevenir la sobreexpresion del NF-xB, y en
consecuencia la regulacion a la baja de diversas citocinas proinflamatorias, profibrogénicas
y antiinflamatorias. Las citocinas son proteinas solubles, mediadores similares a las
hormonas producidas en respuesta a diversos estimulos, incluyendo la inflamacion y el
dafo del higado, quien es el 6rgano principal de produccion y eliminacion de citocinas, ya
que todos los tipos celulares del higado son capaces de producir citocinas®.

Para la evaluacion de ambos compuestos antes mencionados, el dafio hepéatico fue

establecido por la intoxicacion crénica de CCly,
IX.1 La hesperidina previene la cirrosis experimental.

La hesperidina, un flavonoide glucésido, encontrado abundantemente en las frutas citricas,
demostré tanto bioguimica, como histolégicamente, asi como por su capacidad
inmunomoduladora, que el tratamiento farmacologico de este compuesto previene de
manera significativamente la fibrosis hepética.

Los marcadores séricos evaluados fueron la ALT y la y-GTP. La ALT es una enzima que
se encuentra en el citosol de los hepatocitos y el incremento en los niveles plasmaticos de
esta enzima refleja un incremento en la permeabilidad de la membrana, lo cual esta
asociado con la muerte celular®, por lo tanto este parametro es considerado un buen
indicador de dafio hepatico. La enzima y-GTP estd embebida en la membrana plasmatica
del hepatocito, mayormente en el espacio canalicular: esta enzima es considerada ser uno
de los mejores indicadores de colestasis®’. La hesperidina previno parcialmente el
incremento de la ALT y de manera total la y-GTP, en la cirrosis inducida
experimentalmente. Por lo tanto, se sugiere que la hesperidina posee propiedades anti

necroticas y anticoléstasicas.
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El estrés oxidativo conduce a una pérdida en la reduccion del potencial celular, es decir una
gran disminucién en la capacidad reductora de los pares redox celulares como el glutatién®
8 Los desbalances en el equilibrio redox pueden causar efectos toxicos a través de la
produccion de peroxidos y radicales libres que dafian a todos los componentes de la celula,
incluyendo las proteinas, los lipidos y el ADN. Los efectos del estrés oxidativo dependen
de la magnitud de estos cambios, y de si la célula es capaz de superar los pequefios dafios y
de recuperar su estado original. Sin embargo, se ha descrito que el estrés oxidativo severo
puede causar la muerte celular y ain una oxidacion moderada puede desencadenar la
apoptosis, mientras que si es muy intensa puede provocar la necrosis™.

La peroxidacion lipidica produce dafio hepéatico por desintegracién de la membrana celular,
ademas promueve el desequilibrio del ambiente redox mantenido por el glutation, principal
antioxidante endégeno®.

El proceso de peroxidacion lipidica culmina con la destruccion del parénquima hepatico.*
La hesperidina ha mostrado que ejerce efecto protector ante el dafio hepatotdxico
establecido con ciclofosfamida, efecto debido a la regulacién de PPAR hepética, la
inflamacion y el estrés oxidativo®™. En nuestro estudio, la hesperidina mostré un excelente
efecto antioxidante, ya que previno de manera significativa el estrés oxidativo, esto
demostrado en la cuantificacion de los niveles de glutation en higado, donde la hesperidina
mantuvo en niveles normales el GSH, GSSG y la relacion de GSH/GSSG, de acuerdo a los
resultados mostrados en este estudio. Ademaés de ello, la hesperidina fue capaz de prevenir
totalmente la peroxidacion lipidica, demostrado con los niveles de MDA, estos parametros
en conjunto ayudan a mantener un balance en el estado Redox, con lo cual se puede
afirmar que la hesperidina posee excelentes propiedades antioxidantes.

El contenido de glucogeno hepatico, la principal fuente de energia, permite conocer la
capacidad de biosintesis del 6rgano, ante un dafio establecido la funcion de almacén de
glucdgeno se altera, en este caso por la administracion crénica del CCly. Esta disminucion
estd asociada con el reemplazo de los hepatocitos por fibras de colagena en la fibrosis y
cirrosis®” %. La hesperidina, interesantemente fue capaz de prevenir la deplecién de este
parametro.

Estos resultados mostraron la destruccion del parénquima hepatico, para confirmar este

hecho se determind el nivel de fibrosis, por cuantificacion del contenido de residuos
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hidroxiprolina. La administracion cronica del CCl, incrementé en aproximadamente 6
veces el contenido de hidroxiprolina con respecto al grupo control, lo cual indica la
presencia de fibrosis y por lo tanto, la constante formacion de cicatrices de tejido
conectivo, lo cual interfiere con el intercambio de oxigeno y nutrimentos entre los
hepatocitos y los sinusoides. La hesperidina fue capaz de prevenir de manera significativa
el incremento de este parametro y por lo tanto, de la fibrosis.

Este hecho fue confirmado por la determinacion a nivel histolégico de la fibrosis mediante
las tinciones de hematoxilina y eosina, y tricromica de Masson. En ambas tinciones se
confirmo la distorsion del parénquima hepatico ocasionada por la administracion del CCly,
donde se pudo observar los nédulos de regeneracién y las fibras abundantes de colagena,
mientras que en los grupos con tratamiento concomitante con hesperidina, esta distorsion
fue prevenida significativamente y confirmada por la observacion de una menor cantidad de
fibras de colagena y un aumento en la cantidad de los hepatocitos de neoformacion. Con
estos resultados se confirman las propiedades antinecroticas y antifibroticas de la
hesperidina. La fibrogénesis hepética es un proceso dindmico e integrado tanto de manera
molecular, tisular como celularmente y es considerada con potencial de ser reversible, este
proceso impulsa la progresion de las enfermedades cronicas del higado hacia la cirrosis y la
insuficiencia hepatica®’. Los miofibroblastos hepéticos, originados por la activacion de las
células estelares hepaticas y los fibroblastos portales que se caracterizan por una
proliferacion 'y supervivencia, promueven la produccion de diversas citocinas
profibrégenicas y proinflamatorias. La cirrosis hepatica es considerada la etapa final del
estadio de fibrosis y estd fuertemente relacionada con el estrés oxidativo, la inflamacion
crénica y la produccién de citocinas profibrogénicas especialmente del TGF-B% . El
TGF-B incrementa la produccion de proteinas de la matriz extracelular evidenciado
fuertemente en el modelo de dafio hepatico inducido con alcohol®® **. Por otro lado, el
TGF-B estimula a los hepatocitos, los cuales sintetizan CTGF en el dafio hepatico. En
estudios previos se ha sugerido que el CTGF es un importante mediador rio abajo del
TGF-B, con lo cual la sefial de esta proteina es amplificada y con ella la accion
profibrogénica en el higado, y en otros tejidos*" ®. La cirrosis involucra el incremento de
ROS y la activacion de vias de sefializacion del TGF-p y el CTGF reguladas por NF-«B, el
cual es activado por la induccién del CCl,, a través del estrés oxidativo™. EI NF-kB es un
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factor de transcripcién regulado por redox y su activacion vincula el dafio hepatico celular
con el estrés oxidativo, asi como con un incremento en la produccién de citocinas, lo cual
esta relacionado directamente con la muerte celular. En este estudio se determiné el
aumento en la expresion de la subunidad p-65, asi como las proteinas TGF-p y CTGF. La
hesperidina fue capaz de prevenir el incremento en la expresion de dichas proteinas. Con lo
cual se refuerza la capacidad antifibrotica de este compuesto. El proceso inflamatorio
caracterizado por el incremento en la expresion de citocinas proinflamatorias, las cuales se
han descrito que juegan un papel importante en el desarrollo de enfermedades hepéticas®,
han sido el foco de atencion de muchos investigadores en diversas patologias asi como en
el dafio hepatico inducido con CCI,*®2. Por otro lado, la citocina antiinflamatoria 1L-10 es
producida por diversas células del sistema inmunoldgico, incluido el higado. En estudios
previos se ha demostrado que la produccion de la IL-10 en el higado se da en el interior de
los hepatocitos, células sinusoidales, células de Kupffer, células estelares y en linfocitos®,
Ademas, se ha encontrado que la IL-10 exdgena posee un efecto terapéutico en la fibrosis
hepética inducida con CCl, en ratas™. En este estudio se demostré que la hesperidina regula
a la alza la expresion de esta citocina, con lo cual se sugiere el efecto benéfico
antiinflamatorio sobre el dafio hepatico. Finalmente, se realizd la determinacion cualitativa
de los niveles de expresion de mRNA de los genes pertenecientes a las citocinas
profibrogénicas TGF- y CTGF. La hesperidina previno la expresion del mRNA de ambos
genes, reforzando asi los resultados de la capacidad de inmunomodulacion de este

compuesto.

IX.2 La L-teanina previene la cirrosis experimental.

La L-teanina es un amino&cido presente exclusivamente en la planta Camelia sinensis; en
este estudio se demostré que este compuesto es capaz de prevenir parcialmente la fibrosis
inducida con CCl, en la rata. Este hecho se explica parcialmente por la capacidad
antioxidante de dicho compuesto, ya que en este estudio se demostrd que el incremento de
la peroxidacion lipidica se previno totalmente y la disminucion de la relacion de
GSH/GSSG se previno de manera parcial pero significativa tras la administracion

concomitante de la L-teanina con CCl, durante 8 semanas; ademas de ello los resultados
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demuestran que la L-teanina por si sola es capaz de incrementar el contenido de GSH vy de
mantener en niveles normales la relacion GSH/GSSG en el higado.

El estrés oxidativo esté directamente asociado con la fibrosis hepética®. Se ha demostrado
que tanto la peroxidacion lipidica como la necrosis fue significativamente suprimida en el
higado de animales con suplemento de antioxidantes tal como diversos flavonoides como la
silimarina o incluso con vitamina E*®. Ademés, en otros estudios previos se ha reportado
que la L-teanina previene el dafio hepéatico agudo inducido con CCl, en ratones y previene
la apoptosis en hepatocitos™.

El NF-xB es una familia de factores de transcripcion que regula diversas respuestas
inflamatorias, e inmunoldgicas en el higado y diversos drganos. Por lo tanto, se le ha
asociado con enfermedades hepaticas, como la fibrosis, ya que promueve el aumento en la
expresion de citocinas pro-inflamatorias y pro-fibréticas. En este estudio, el aumento en su
expresion fue inducido por la administracion de CCl, y fué altamente dependiente del
estrés oxidativo™. En este estudio se demostré que la L-teanina reduce la expresion de este
factor inducida con CCly, incluso por debajo de los niveles control, lo cual demuestra la
importante capacidad de inmunomodulacion de este compuesto.

Los resultados presentados mostraron también los ensayos histopatoldgicos en los diversos
grupos tratados y como era de esperarse, en el grupo tratado con CCl,, el parénquima
hepatico se mostré distorsionado; también se observd una clara fibrosis. La L-teanina
administrada concomitantemente fue capaz de prevenir la distorsion y la fibrosis de manera
importante. Una vez que se establece la fibrosis es facil perder el equilibrio entre la sintesis
y degradacién de la colagena, por lo que comienza a acumularse rapidamente alcanzando
asi el estadio de cirrosis®. La acumulacién de las fibras de coldgena conduce a una
constante formacion de cicatrices de tejido conectivo, lo cual evita el intercambio de
oxigeno y nutrimentos entre los hepatocitos y los sinusoides debido a la alteracion del
parénquima hepatico. Los resultados mostraron un incremento de aproximadamente 6 veces
del contenido de colagena en la cirrosis. La administracion de la L-teanina muestra una
prevencion parcial pero significativa, indicando asi su importante capacidad antifibratica,
demostrado con los ensayos bioquimicos, histopatolégicos y por el decremento de la

acumulacién de MEC.
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La cirrosis esta fuertemente asociada con el estrés oxidativo y la inflamacion cronica, y de
manera relevante con el incremento en la expresion del TGF-B%*°. EI TGF-B juega un rol
central en la activacion de las HSC, lo cual promueve el incremento de la produccién de
proteinas de MEC aumentando de manera importante la progresion de la fibrosis®. En el
presente estudio, la L-teanina inhibid la expresion del TGF-B y en consecuencia la fibrosis
hepatica. Por otro lado, el CTGF, otro mediador importante en la fibrogénesis, se ha
relacionado como regulador rio abajo del TGF-B, sin embargo, se ha propuesto también la
colaboracion de tipo sinérgico para el desarrollo de la fibrosis con el TGF-3, mostrando asi
una regulacion a la alta de la produccion de proteinas de matriz extracelular®*®. En
concordancia con el TGF-B, la L-teanina también previno de manera significativa el
incremento en la expresion del CTGF; para confirmar el efecto antifibrético de la L-teanina
en este estudio se evaluaron los niveles de mMRNA del CTGF y del TGF-B. Los resultados
del grupo tratado con L-teanina y CCl,, mostraron una reduccién en la expresion de los
niveles de mMRNA para estos genes; con lo cual se confirma el efecto antifibrotico de este
compuesto. La remodelacion del tejido es regulada por diversos mecanismos, en los cuales
se involucran las colagenasas o0 MMPs encargadas de degradar la MEC; estas
metaloproteinasas juegan roles importantes en la fisiopatologia de diversas enfermedades
que involucran la fibrosis del tejido'®. Se sabe que la degradacion de la MEC es regulada
por el incremento en la expresion de las MMPs y por la disminucién de los inhibidores de
las MMPs (TIMPs), por sus siglas en ingles'®. En este estudio se encontré que existe una
moderada activacion de la MMP-13, al término de las 8 semanas de tratamiento con CCl,
el incremento de esta citocina resulto significativo con respecto al grupo control de manera
importante este incremento se vuelve significativo con respecto al grupo de dafio tras la
administracion concomitante con L-teanina, lo cual sugiere un importante mecanismo para
el tratamiento de la fibrosis mediante la regulacion de la degradacion de la colagena en la
fibrosis hepatica. El tejido cirrético, ademas de la fibrosis, esta caracterizado por la
inflamacion. En este trabajo se demostrdé que la L-teanina previno de manera significativa
la expresion de la IL-1B y la IL-6, y de manera analoga al compuesto hesperidina, la L-
teanina también regul6é a la alta la expresion de la IL-10, demostrando la importante
capacidad anti-inflamatoria de este compuesto. Las propiedades antiinflamatorias de la L-

teanina estan asociadas a su habilidad para disminuir la expresion del NF-xB, con lo cual se
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presume una disminucion importante en la activacion de esta proteina y por lo tanto la
disminucion de las citocinas pro-inflamatorias y pro-fibréticas. Con esto se sugiere que la
L-teanina tiene una importante capacidad inmunomoduladora para prevenir la fibrosis

hepatica.

I1X.3 Efecto hepatoprotector comuan de la hesperidina y la L-teanina

Tanto la hesperidina como la L-teanina fueron capaces de prevenir el dafio hepatico
inducido con CCl,. Es importante resaltar que la fibrogénesis hepatica es un proceso
dindmico, y estrechamente vinculado tanto con el estrés oxidativo como con la produccion
de diversas citocinas profibrogénicas, pro y antiinflamatorias reguladas en gran parte por el
NF-xB™.

En nuestro trabajo, tanto la hesperidina como la L-teanina mostraron un importante efecto
hepatoprotector global, es decir, destaca no solo el efecto en las actividades enzimaticas, el
estrés oxidativo y la fibrosis de manera aislada sino vinculado con su capacidad
inmunomoduladora. De manera particular, la hesperidina mostr6 un efecto benéfico en el
restablecimiento de los niveles de glucogeno, ya que este compuesto logré restablecer de
manera parcial pero significativa los niveles del glucdgeno hepatico, el cual es quiza la
fuente méas importante de energia en el organismo, se sabe que el control sobre la sintesis y
degradacion del glucdgeno hepético es crucial para regular el nivel de glucosa en plasma.
Ademas, la sintesis de glucégeno y la glucogendlisis se ven afectados por las citocinas
proinflamatorias tales como el TNF-a, la interleucina-1p (IL-1B) y el interferon-y (IFN-y),
los cuales, en niveles de expresion elevados, suprimen la captacion de glucosa'®*”’. De
acuerdo a este hecho, en nuestro estudio se observo que la IL-1B fue incrementada de
manera importante por el dafio inducido con CCly, y por lo tanto, la deplecion del
contenido de glucogeno hepatico fue total, y ante el tratamiento con hesperidina este
parametro es capaz de ser prevenido correlacionando de manera directa con la prevencion
en la expresion de dicha interleucina.

Sin embargo, se debe resaltar la accion tanto de la hesperidina como de la L-teanina sobre
el glutation, el cual es otro pardmetro que permite inferir la vinculacion entre el estrés
oxidativo y la inmunomodulacién ejercida por dichos compuestos. En condiciones

normales, se producen bajas cantidades de ROS como subproductos de la respiracion
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aerobica. Por lo tanto, las celulas emplean varios sistemas de mediadores antioxidantes y el
balance GSH/GSSG para mantener bajos los niveles de ROS.

En nuestro estudio ambos compuestos previnieron de manera significativa el estrés
oxidativo manteniendo los niveles, incluso por arriba de los niveles control de la razén de
GSH/GSSG, evidenciando nuevamente las propiedades de estos compuestos. Sin embargo,
en estudios recientes se ha vinculado las funciones del GSH con la modulacion del TGF-3
mediante la accion autocrina de las células estelares activadas, sirviendo el GSH como

segundo mensajero en la via de activacion del TGF-B*%,

IX.4 Efecto de la hesperidina y la L-teanina en los niveles basales.

Un hallazgo interesante en el presente estudio es la capacidad inmunomoduladora tanto de
la hesperidina como de la L-teanina, confirmada por los niveles de expresion de las
citocinas medidas, en donde ambos compuestos sugieren que por si solos son capaces de
disminuir los niveles basales de la expresion proteica de dichas citocinas.

El higado, en condiciones normales, es el 6rgano principal para la sintesis de muchos
metabolitos y de la mayoria de las diferentes proteinas plasmaticas. Estas funciones estan
coordinadas y reguladas por citocinas en respuesta a los cambios endocrinos que forman
una red compleja de moléculas mediadoras'®. La produccién constitutiva de citocinas en el
higado normal es nula o baja y es importante tener en consideracion que la susceptibilidad
gue posee cada individuo para reaccionar y activar sus mecanismos patogénicos, o para
activar sus sistemas moduladores, por ejemplo antiinflamatorios y apoptosis, constituyen
una pieza clave para el inicio y la continuidad de la lesion. Por lo tanto, en los resultados
obtenidos en los que se muestra la inhibicion total de la expresion de las diferentes
citocinas, puede ser explicado por la capacidad dual de ambos compuestos en los que
interviene tanto el estrés oxidativo, como la capacidad inmunomoduladora promoviendo un
sinergismo en su accion como supresores de la produccion de las diferentes citocinas
involucradas en el desarrollo de la cirrosis hepatica. Nuestros resultados apoyan la hipotesis
gue tanto la hesperidina como la L-teanina previenen el dafio hepatico de manera
importante por su capacidad antioxidante, vinculada fuertemente con su capacidad

inmunomoduladora.
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X. CONCLUSIONES

En conclusion, se reprodujo de manera exitosa el modelo de dafio hepético inducido con
CCly en la rata; los mecanismos implicados en la progresion y el establecimiento de la
fibrosis y cirrosis hepatica involucran el estrés oxidativo, y la produccion de citocinas pro-

fibrogénicas y proinflamatorias reguladas por el NF-kB.

En este estudio se demuestra que tanto la hesperidina como la L-teanina poseen
propiedades antioxidantes, antifibrdticas, e inmunomoduladoras, demostradas por su
capacidad para prevenir el estrés oxidativo y la disminucion de la proteina p-65, reflejando
asi su capacidad antifibrotica. La hesperidina y la L-teanina tienen un alto potencial como
farmacos hepatoprotectores, para el tratamiento de la fibrosis y la cirrosis. La hesperidina
exhibe también una significativa actividad antiinflamatoria al modular la sintesis de

prostaglandinas y regulacion de la actividad de la ciclooxigenasa 2 (COX-2).

Finalmente, considerando las terapias actuales para el tratamiento de las enfermedades
hepaticas, estos compuestos surgen como una alternativa viable, por su excelente capacidad

antioxidante e inmunomoduladora, por su bajo costo y casi nula toxicidad.
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XI. PERSPECTIVAS

De acuerdo a los resultados obtenidos, surgen nuevas propuestas, para profundizar en el
estudio de estos compuestos y algunos otros de origen herbolario. Estos son:

» Proponer analisis clinicos en pacientes que cursen alguna enfermedad hepatica,

dada su baja toxicidad y amplia ventana terapéutica.

» Realizar estudios de formulacion para aumentar la biodisponibilidad de los

compuestos considerando sus tiempos de vida media.

+ Utilizar técnicas de biologia molecular para elucidar diferentes vias de sefializacion

implicadas en el desarrollo y progresion de la cirrosis.

» Evaluar la capacidad moduladora de la L-teanina como estrategia terapéutica de las

enzimas responsables de la degradacion de colagena.

» Evaluar mediante estudios de imunohistoquimica la activacion de las HSC.
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Abstract

Background/Aims: To evaluate the antioxidant, immuno-
modulatory, antinecrotic and antifibrotic effects of hesperi-
din on CCls-induced cirrhosis. Methods: Liver damage was
produced by giving CCl; injections (0.4 g/kg, i.p,, 3 times per
week for 8 weeks) to rats. Hesperidin (200 mg/kg) was ad-
ministered using gavage. The expression of nuclear factor-
kB (NF-kB), transforming growth factor-p (TGF-f), connec-
tive tissue growth factor (CTGF), interleukin (IL)-10and IL-1B8
was assessed using Western blotting. Alanine aminotrans-
ferase (ALT) and y-glutamyl transpeptidase (y-GTP) serum
activities, glycogen content, reduced/oxidised glutathione
(GSH/GSSG) ratio, lipid peroxidation degree and fibrosis (us-
ing hydroxyproline content and a histopathological analy-
sis) were measured. Results: CCl, increased the enzymatic
activities of ALT and y-GTP, liver lipid peroxidation, the hy-
droxyproline content as well as NF-kB, TGF-8, CTGF, IL-1$
and IL-10 levels and decreased the glycogen content and

GSH/GSSG ratio. Hesperidin significantly decreased the
modifications produced by CCl,, except in the case of IL-10,
which was further increased by the flavone. The group re-
ceiving hesperidin alone showed decreases in lipid peroxi-
dation, NF-kB, TGF-B, CTGF and IL-1 and an increase in IL-
10. The results of the histopathological analysis were in
agreement with the biochemical and molecular findings.
Conclusions: This study demonstrates that hesperidin pre-
vents experimental necrosis and fibrosis. The action mecha-
nism of hesperidin is associated with its ability to reduce
oxidative stress and modulate proinflammatory and profi-
brotic signals. These results support earlier findings demon-
strating the beneficial effect of hesperidin against liver dam-
age. ©2014 5 Karger AG, Basel

Introduction

The modern pharmaceutical industry has relied on
traditional knowledge for the synthesis and development
of drugs. However, the process of scientifically verifying
these traditional products continues today with the con-
stant discovery of new applications.
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Abstract

Here we evaluated the ability of 1-theanine in preventing experimentl hepatic cirrhosis and investigated the
roles of nuclear factor-x B (MF-#B) adivation as well as transforming growth factor & (TGF-3) and connective
tissue growth factor (CTGF) regulation. Experimentl hepatic cirrhosis was established by the administration
of carbon tetrachloride (CCl) to rats (0.4 ghkg intraperitoneally, three times per week, for 8 weeks), and at
the same time, adding L-theanine (8.0 mgfkg) to the drinking water. Rats had ad libitum access to water and
food throughout the reatment peried. CO, treatment promoted MF-xB activation and increased the expres-
sion of both TGF-F and CTGF. CCly increased the serum activities of alanine amino transferase and y-glutanmyl
transpeptidase and the degree of lipid peroxidation, and it akso induced a decrease in the glumthione and gh-
tathione disulfide ratio. --Theanine prevented increased expression of MF-xB and down-regulated the pro-
inflammatory (intedeukin {IL)-1 3 and IL-8) and profibrotic (TGF- and CTGF) cytokines. Furthermaore, the
levels of messenger RMA encoding these proteins decreased in agreement with the expression levels. L-Thea-
nine promoted the expression of the antiHinfammatry cytoline IL-10 and the fibrolytic enzyme
metalloproteinase-13. Liver hydroxyproline contents and histopathological analysis demonstrated the anti-
fibrotic effect of L-theanine. In conclusion, L-theanine prevents COHnduced experimental hepatic cirrhosis
in rats by blocking the main pro-inflammatory and pro-fibrogenic signals.

Keywords
L-Theanine, liver damage, necrosis, cxddative stress, MF-xB, cytokines, drrhosis, @rbon etrachloride

Introduction

Cirrhosis is one of the most frequent and serious liver
discases and is the end stage of progressive fibrosis,

which canses major disruptions to metabolic function
and blood circulation,' Cirrhosis is characterized by
the accumulation of extmeellular matrix (ECM) pro-
teins, and it causes the perturbation of liver homeosta-
sis, leading to the intracellular release of cytokines. In
particular, the fibrogenic cytokine, transforming
growth factor 3 (TGF-4), is a key factor in cirthosis
development as it stimulates the genemtion of ECM
and inhibits matrix protein removal,
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