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1. RESUMEN
Las hojas de la Stevia rebaudiana Bertoni morita Il (stevia) han demostrado diversas
propiedades farmacoldgicas que indican que esta planta puede ser beneficiosa para el
tratamiento de la cirrosis hepatica. En el presente estudio, se evalué la capacidad
antioxidante, antiinflamatoria y antifibrotica de las hojas de stevia para prevenir la cirrosis
experimental en ratas y explorar el mecanismo de accion involucrado. La cirrosis se
establecid6 mediante la administracion de tetracloruro de carbono (CCls) 0 tioacetamida
(TAA) (400 6 200 mg/kg, IP tres veces por semana, doce o diez semanas, respectivamente);
Se administré la stevia en polvo (100 mg/kg, PO diariamente) durante el tratamiento
hepatotoxico. Se realizaron determinaciones de algunos de los marcadores séricos de dafio
hepético, como la peroxidacion lipidica (LPO), glutation reducido (GSH), contenido de
colagena y andlisis histopatologico. Se analizaron las vias antioxidante, inflamatoria y
profibrética mediante western blot, gRT-PCR y por inmunohistoquimica. EI CCls 0 la TAA
aumentaron la produccion de colagena e indujeron al factor de crecimiento transformante
(TGF-B1), factor nuclear kappa B (NF-xB) y a las citoquinas proinflamatorias, se aumentd
la produccion de LPO y 4-hidroxi-2,3-nonenal, mientras que el GSH y el factor del eritroide
2 relacionado con el factor 2 (Nrf2) se redujeron. Los animales cirréticos mostraron un
aumento del estrés oxidante, necrosis, colestasis y fibrosis. Nuestros resultados demostraron,
por primera vez, que la stevia regula positivamente al Nrf2, contrarrestando asi el estrés
oxidante, y evita la necrosis y la colestasis al modular las principales citoguinas
proinflamatorias mediante la inhibicion del NF-xB. Ademas, la stevia reguld a la baja a varias
vias profibrogénicas, incluida la inactivacion de las CEH y la expresion de las
metaloproteasas, bloqueando la liberacién de TGF-B de la matriz extracelular. En particular,
la stevia redujo la fosforilacion de pSmad3L mediante la inhibicion de la activacién de las
MAP cinasas. La Smad7, una molécula antifibrética importante, se regul6é positivamente
mediante el tratamiento con la stevia en ratas cirroticas. La stevia posee propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias y antifibroticas, probablemente por su capacidad de inducir
al Nrf2, reducir al NF-xB y bloquear varias vias profibrogénicas, inhibiendo la activacion de
las CEH. Debido a que la stevia posee un perfil de seguridad razonable, nuestros resultados
indican que debieran realizarse estudios en pacientes con el fin de averiguar su utilidad real

en el tratamiento de la cirrosis en el humano.
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1.1. ABSTRACT

Stevia rebaudiana has shown several pharmacological properties that indicate that this plant
may be beneficial to treat liver cirrhosis. However, the effect of stevia on liver cirrhosis has
not been previously investigated. In the present study, the antioxidant, anti-inflammatory,
and antifibrotic abilities of stevia leaves were studied to prevent experimental cirrhosis in the
rat and to explore the action mechanism involved. Cirrhosis was established by carbon
tetrachloride (CCls) or thioacetamide (TAA) administration (400 or 200 mg/kg, IP three
times a week, twelve or ten weeks, respectively); stevia powder was administered (100
mg/kg, by gavage, daily) during the hepatotoxic treatment. Serum markers of liver damage,
lipid peroxidation (LPO), reduced glutathione (GSH), hydroxyproline and histopathological
analysis were performed. Antioxidant, inflammatory and profibrotic pathways were analyzed
by western blot, qRT-PCR, and by immunohistochemistry. CCls or TAA increased collagen,
hepatic stellate cells (HSC) activation and induction of profibrogenic mediators involved in
the canonical and non-canonical transforming growth factor beta 1 (TGF-1) pathways,
factor nuclear kappa B (NF-kB) and proinflammatory cytokines production, LPO, and 4-
hidroxi-2,3-nonenal (4-HNE), while GSH and nuclear factor erythroid 2-related factor 2
(Nrf2) were decreased. Cirrhotic animals showed increased oxidative stress, necrosis,
cholestasis, and fibrosis. Our results demonstrated, for the first time, that stevia upregulated
Nrf2, thereby counteracting oxidative stress, and prevented necrosis and cholestasis by
modulating the main proinflammatory cytokines through inhibition of NF-xB. It is worth
noting that stevia downregulated several profibrogenic pathways, including inactivation of
HSC and decreased metalloproteinase (MMP)-2 and MMP13 expression, thereby blocking
the liberation of TGF-B from the extracellular matrix. Notably, stevia reduced the
phosphorylation of pSmad3L, the most profibrogenic and mitogenic Smad, by inhibiting the
activation of c-Jun-terminal kinase and extracellular signal-regulated kinase. Interestingly,
Smad7, an important antifibrotic molecule, was upregulated by stevia treatment in cirrhotic
rats. Stevia possesses antioxidant, anti-inflammatory and antifibrotic properties, probably by
its capacity to induce Nrf2, to reduce NF-«xB, and to block several profibrogenic pathways,
inhibiting activation of HSC. These multitarget mechanisms led to the prevention of
experimental cirrhosis. Because of stevia possesses a reasonable safety profile, our results

indicate that it may be useful in the clinical setting to treat chronic liver diseases.
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2. INTRODUCCION
2.1. El higado.
2.1.1. La historia de la hepatologia.

Desde tiempos ancestrales el higado era conocido como el 6rgano méas poderoso y rico en
sangre del cuerpo. Diversos procesos se le atribuyeron a este impresionante 6rgano, incluso
fue considerado como el "asiento de la vida". La palabra indogermanica "lip" significa tanto
higado como vida. También existen similitudes entre las palabras en inglés "liver" “en vivo"
y "vida" (inglés antiguo: "lifer-1 If") y el aleman "leber-leben”. El hebreo "kéabe (r), kabe (d)"
(o "cheber") es la raiz probable de la palabra griega "hepar”. El anatomista britanico Francis
Glisson publicé la primera monografia exhaustiva sobre el higado en 1654; su trabajo sirvio
de referencia durante muchos afios. La estructura interna del higado se describi6 a detalle en

"Anatomia hepatis" (Figura 1).

- rf 4# ¥ ’ .
7 7\)

Figura 1. Representacion historica del higado. Superficie visceral del higado, los maltiples
I6bulos (A), la vesicula biliar (B), la vena porta (D) y el conducto biliar, el sistema biliar (C,
E y G) ("Anatomia Mundini*, 1316) (Mondino de Luzzi, Bologna). Tomado de Muriel, 2017
1

2.1.2. La anatomia v la fisiologia del higado.

El higado es un organo triangular que se extiende a través de la cavidad abdominal debajo
del diafragma. Este 6rgano esta hecho de tejidos muy suaves y de color marrén rosado,

envuelto por una capsula de tejido conectivo, llamada capsula de Glisson; es la glandula mas
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grande del cuerpo y representa aproximadamente el 2.5% del peso corporal en el ser humano
(alrededor de 1500 g en el adulto). El higado esta dividido en cuatro I6bulos, los 16bulos
derecho e izquierdo son divididos por el ligamento falciforme . El higado es irrigado por la
arteria hepética y la vena porta, contribuyendo al flujo sanguineo en un 25 y 75 %,
respectivamente 2, recibe las moléculas de importancia bioldgica de la vena porta y recibe
oxigeno de la arteria hepatica ®. Este Organo tiene una compleja arquitectura,
estructuralmente esta conformado por un 70 a 80% de células parenquimatosas, los
hepatocitos; y por un 20 a 30% de las células no parenquimatosas ® (Figura 2).

El higado
Hepatocitos
Células estelares
Células endoteliales
Células de Kupffer

Sinusoide

Triada
portal

central

Figura 2. Las principales estructuras y células del higado. El higado esta4 conformado por
diversos tipos celulares como los hepatocitos, las células estelares y representando el sistema
inmunoldgico, las células de Kupffer. La principal estructura del higado es el acino hepético,
el cual es un rombo, en donde dos vértices tienen una triada porta conformada por: la vena
porta, la arteria hepatica y el conductillo biliar, y sus otros dos vértices estan conformados
por las venas centrales. Modificado de Bataller y Brenner, 2005 *.

Los hepatocitos son células epiteliales altamente especializadas que realizan multiples
funciones, como son el metabolismo de los carbohidratos, aminoacidos y lipidos, la
desintoxicacion de amoniaco, la formacion de la bilis y el colesterol, el almacenamiento de

vitaminas, los minerales y el glucégeno; y la produccion de proteinas séricas, como la
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albdmina 3. Los cordones de hepatocitos forman hexagonos que se encuentran delimitados
por células endoteliales separandolos del espacio de Disse (Figura 2). Estos hexagonos son
el centro funcional mas pequefio del higado, llamado acino hepético. El acino abarca el area
entre dos lobulillos adyacentes, formando un rombo entre dos triadas portales y dos venas
centrales (acino de Rappaport) (Figura 2). Los cambios en la composicién del plasma y la
oxigenacion en los acinos tienen una gran influencia en el metabolismo y la expresion génica
®_ Por otra parte, los lobulillos del higado son, histoldgicamente, la unidad minima estructural
del higado 2. Una de las primeras ilustraciones del 16bulo hepético fue hecha por el anatomista
Francis Kiernan en 1833 ®. El lobulillo tiene una forma hexagonal, con un didmetro
aproximado de 1 mm, el cual consiste en hepatocitos radiados por una vena central en medio
del hexagono. El higado humano contiene cerca de un millon de lobulillos. En cada vértice
del lobulillo hexagonal se encuentra una triada portal, la cual comprende generalmente una
arteria, una vena y un conducto biliar unido por tejido conectivo (Figura 2). Las células no
parenquimatosas son representadas por las células del epitelio biliar, las células estelares
hepéticas (CEH), las células endoteliales y las células de Kupffer (CK), los macréfagos del
higado 1.

Las CK son los macrdfagos residentes del higado y representan el 15% de la poblacion celular
de este 6rgano. Ademas, conforman del 80 al 90% de todos los macrofagos tisulares en el

cuerpo ©

. La funcion principal de las CK en el higado sano es fagocitar bacterias,
microorganismos y agentes toxicos, que son transportados por la circulacion hepatica. Las
CK son consideradas como la primera linea de defensa del organismo, pueden migrar entre
los vasos (sinusoides) y el espacio intersticial (espacio de Disse). Las CK juegan un papel
clave en la respuesta inmune innata y la defensa del huésped a través de la expresion y
secrecion de mediadores inflamatorios como son el factor nuclear kappa B (NF-kB; p65), ¢l
factor de necrosis tumoral alpha (TNF-a), la interleucina (IL)-1 beta (), IL-6, IL-10 y la

IL17A 167,

El conocimiento de las CEH data de 1876, cuando el anatomista Karl Wilhelm von Kupffer
las identificO por primera vez. Las CEH se localizan en el espacio sinusoidal,
estratégicamente posicionadas para interactuar con los hepatocitos y las CK, situadas en el

espacio de Disse. Las CEH representan el 5 al 8% de todas las células del higado &, y
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contienen el 80% de los retinoides del cuerpo 7. Las funciones de estas células atn son
controversiales, pero se conoce que en condiciones basales participan activamente en la
respuesta inmune y en la regulacion del estrés oxidante °. Otra de sus funciones de la CEH,
en condiciones basales, es controlar la homeostasis tisular y mantener un equilibrio
fisioldgico entre la sintesis y la degradacion de los componentes de la MEC por medio de la
secrecion de las metaloproteasas (MMP) vy las inhibitorias de las MMP (TIMP) %10
promoviendo asi la regeneracién o remodelacion tisular; caracteristica que en el higado ha
evolucionado de manera sobresaliente, basada principalmente en la proliferacion de

hepatocitos para mantener la funcion hepatica °.

2.1.3. El dafo al higado.

Debido a la localizacién anatémica del higado y al papel que juega en la desintoxicacion de

los xenobidticos, el higado esta bajo una confrontacion continua de factores que inducen
dafio, siendo uno de los drganos mas atacado por las especies reactivas de oxigeno (ROS) 1.
La realizacion de sus funciones puede verse comprometida por un incremento en el indice de
produccién de las ROS, debido al propio metabolismo aerdbico o por farmacos, virus y/o
xenobidticos o el consumo elevado de alcohol y de grasas saturadas *2. Los principales
efectos deletéreos en el higado pueden ser clasificados en estrés oxidante, necrosis y
posteriormente fibrosis.

2.1.3.1. Los modelos experimentales de dafio hepatico.

El uso de animales de laboratorio, como la rata, es imperativo para mostrar que un agente
tiene un efecto adverso en el higado en un contexto de importancia fisiologica. El tetracloruro
de carbono (CCls) es uno de los toxicos mas utilizados para inducir dafio hepatico
experimental en muchas especies, incluidos los primates no humanos. El efecto tdxico del
CCl, depende de sus metabolitos degradados, como son el radical triclorometilo (CClse) y el
radical triclorometil peroxilo (CCIz00¢), formados por la enzima microsomal hepatica
citocromo P450 2E1 (CYP2EL). Los metabolitos del CCls son moléculas inestables que
exhiben una fuerte afinidad para unirse a las proteinas y a los lipidos de la membrana celular
0 abstraen los &tomos de hidrégeno de un lipido insaturado, desencadenando la peroxidacion
lipidica (LPO), generalmente de los acidos grasos -3 y ®-6 de la membrana plasmatica, y
causan dafo hepatico. La toxicidad inducida por el CCls depende de la dosis y de la duracion

de la exposicion. En dosis bajas del CCla, prevalecen los efectos transitorios, como la LPO y
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la necrosis, a mayores dosis 0 en una exposicién mas prolongada son mas serios los efectos,
causando fibrosis, cirrosis o incluso cdncer. Ademas, en la intoxicacion aguda con el CCls en
dosis altas, cuando la necrosis hepatocelular excede a la capacidad regenerativa del higado,
se puede producir una insuficiencia hepatica fatal. El radical CCI3« reacciona con varias
moléculas bioldgicas importantes como son los &cidos grasos, acidos nucleicos y
aminoacidos. El radical CCI3e, en presencia de oxigeno, se transforma en el radical
CCl1300e. Este radical es mas reactivo, la vida media del radical CCI300e- esta en el
intervalo de los milisegundos y al reaccionar con los sustratos adecuados como los acidos
grasos poliinsaturados conduce a la LPO, comprometiendo la integridad de las membranas y
de las moléculas bioldgicas importantes 3. Cuando el CCls se administra en dosis bajas por
un periodo largo puede producir un tipo de cirrosis que comparte varias caracteristicas con
la enfermedad hepatica humana. En 1926, los médicos Lamson y Wing informaron por
primera vez que la intoxicacion por el CCls producia cirrosis. Hoy en dia, la cirrosis inducida
con el CCl4 es probablemente el modelo mas utilizado para reproducir la cirrosis en ratas y
ratones = (Figura 3).
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Figura 3. La biotransformacion de los xenobid6ticos por el higado. Modificado de Muriel
etal., 2017 3. El tetracloruro de carbono (CCls) y la tioacetamida (TAA) son moléculas que
pueden ser biotransformadas por el citocromo P450 produciendo radicales libres (*R) que
generan dafios en las proteinas, los acidos grasos poliinsaturados (PUFAS) y al &cido
desoxirribonucleico (ADN) que pueden llegar a desencadenar fibrosis, cirrosis 0 hasta
cancer.
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Por otra parte, existen otras moléculas hepatotoxicas como es la tioacetamida (TAA), la cual
es metabolizada en el CYP2E1, y forma un intermediario metabdlico llamado TAA-S-0xido
13 posteriormente este radical es bioactivado a TAA-S-S-dioxido 4, estos radicales se unen
covalentemente a las macromoléculas y conducen a la necrosis de los hepatocitos. La
administracion cronica de dosis bajas de la TAA induce la formacion de fibrosis periportal y
a largo plazo, cirrosis. El dafio hepéatico producido con esta toxina es mas prominente que
cuando se utiliza el CCls, y la fibrosis persiste durante varias semanas aun después de la
interrupcién de la administracion de la TAA, lo que hace que este modelo sea adecuado para
estudiar la capacidad de algun compuesto para revertir la fibrosis. La TAA es una
hepatotoxina til para inducir fibrosis, cirrosis y cancer hepatocelular en un periodo
relativamente corto de tiempo *°. En la investigacion basica los agentes toxicos CClay TAA
también son empleados para la induccién experimental de hepatocarcinoma al igual que la
dietilnitrosamina (DEN). Los intermedios bioactivos de DEN son hidroxilados por el
CYP2EL en las células del higado. Los metabolitos reaccionan posteriormente con los acidos
nucleicos, formando productos de alquilacion. El dafio crénico al parénquima se desarrolla
progresivamente en dosis bajas de DEN. Estos modelos experimentales de cancer hepatico
lograr inducir zonas tumorales en periodos relativamente cortos (menos de un afio) en raton,

rata, conejo y otros animales, incluso meses después de retirar las toxinas 2.

2.1.3.2. Los mecanismos moleculares involucrados en el dafio hepatico.

Los efectos oxidantes del CCls y la TAA pueden explicarse por la capacidad que tienen estos
xenobioticos para bio-transformarse en especies reactivas desregulando al Nrf2, las enzimas
antioxidantes y el GSH. Ambas moléculas, tanto el CCls como la TAA, ejercen su efecto
hepatotoxico a través de una via mediada por las ROS 2 y causan LPO por la oxidacién de los
acidos grasos poliinsaturados de la membrana celular y conducen a la formacion de aldehidos
citotoxicos como el 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE), por lo que este aldehido es un
biomarcador (til para determinar LPO y dafio oxidante a las proteinas °. Las CK y las CEH
son potencialmente sensibles al estrés oxidante . El estrés oxidante puede ser abatido en las
células animales mediante la accién del glutation reducido (GSH), tripéptido que se encuentra
en el citoplasma, el cual se oxida de manera no enzimatica ante la presencia de las ROS o
por medio de la enzima glutation peroxidasa (GPx) para formar glutation oxidado (GSSG) y

agua. La relacion GSH/GSSG es la principal pareja redox que determina la capacidad
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antioxidante de las células 1"'8°, En el citoplasma también se encuentra el factor nuclear
(eritroide 2)—relacionado al factor 2 (Nrf2), el cual es un modulador directo del balance de
Oxido-reduccion, y regula la expresion de varias proteinas antioxidantes como son la enzima
GPx, ademas regula la sintesis de novo de GSH, asi como también promueve la reduccion
del GSSG Y, El dafio hepatico causado por el estrés oxidante puede detonar una repuesta
inflamatoria, dirigida principalmente por la activacion de las CK, mediada por el NF-xB y
TNF-a, que conducen a la expresion de citoquinas proinflamatorias como son las IL-1p, IL-

6, IL-10, IL17A (Figura 4) 202,
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Figura 4. Los mecanismos moleculares del dafio hepatico. Representacion esquematica
de los multiples efectos deletéreos del tetracloruro de carbono (CCls) y la tioacetamida
(TAA) en la lesion hepatica experimental. El dafio hepéatico exhibe un amplio espectro de
actividades que se pueden resumir en tres categorias principales: los efectos oxidantes, los
inflamatorios y los fibréticos. Los efectos oxidantes pueden explicarse por la alta produccion
de radicales libres, impidiendo la modulacion de 1) el factor nuclear (eritroide-2) relacionado
con el factor 2 (Nrf2), 2) la enzima antioxidante glutation peroxidasa (GPx) y 3) el glutatién
reducido (GSH). El dafio hepatico promueve una cascada de sefializacién proinflamatoria
asociada con su capacidad para elevar al factor nuclear kappa B (NF-xB) y, por lo tanto, a
las citoquinas proinflamatorias. EI CCls y la TAA poseen diversos mecanismos fibréticos
que implican la regulacion al alza de la via canonica del factor de crecimiento tisular beta
(TGF-B) y elevan significativamente la ruta no canonica del TGF-B promoviendo la
fosforilacion de las proteinas MAPK vy la activacion de las células estelares hepaticas (CEH)
exacerbando la produccion de matriz extracelular (MEC); ademas, promueven la fibrosis
regulando negativamente a la proteina inhibidora Smad7. En conjunto, estos efectos
conducen a la fibrosis experimental.
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El dafio hepatico crénico con frecuencia conduce a la fibrosis, que es una respuesta de
cicatrizacion reversible. La fibrogénesis es una respuesta orquestada por las CEH,
constituyendo una de las principales células efectoras que contribuyen a la produccién de
matriz extracelular (MEC) 12, La cirrosis fue descrita en 1977, por la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS), como “un proceso difuso caracterizado por fibrosis y transformacion de
la arquitectura normal del higado a nodulos estructuralmente anormales 224, En 1826, el
médico René Laennec llamo por primera vez cirrosis a esta patologia, por el aspecto café
naranja que adquiere el higado y que en griego se le denomina “kirrhos” 2. Las alteraciones
morfologicas del higado causadas por la cirrosis, fueron descritas en 1761 por el patélogo
Gianbattista Morgagni 2°. El desarrollo de la fibrosis puede dividirse en 4 etapas: 1) el dafio;
2) la respuesta inflamatoria; 3) la activacion y diferenciacion de las CEH en células de
musculo liso activas (tipo miofibroblastos) y la produccion de colagena intersticial; 4) el
remodelado del tejido y la resolucion de la fibrosis 2. La cirrosis, la etapa final de la fibrosis,
esta fuertemente asociada con el estrés oxidante, la inflamacion cronica y un incremento del
TGF-B. Existen diversos mediadores durante el desarrollo de la fibrosis. La citoquina
fibrogénica, el TGF-B juega un papel importante en la activacion fenotipica de las CEH a
miofibroblastos, los cuales no solo incrementan la produccion de la MEC en el higado, sino
también la muerte apoptotica de los hepatocitos, conduciendo a la progresion de la fibrosis
hasta producir cirrosis. En el sinusoide hepatico, la MEC llega a aumentar hasta seis veces
mas en las etapas avanzadas de la cirrosis %’. La excesiva deposicion de la MEC (constituida
principalmente por Col-1a) y la inhibicion de la degradacion, fragmenta la arquitectura
hepética y produce la pérdida de la funcion del 6rgano 2. La pérdida de la vitamina A y la
aparicion de los elementos contractiles como la proteina alpha-actina de musculo liso (o-
SMA) en el citoplasma representan la etapa de iniciacion en la activacion de las CEH %%
Las CEH son activadas en presencia de proteinas inflamatorias como son el NF-«B, la IL-
1B, el TNF-a o en presencia de cuerpos apoptodticos, resultando en una respuesta inflamatoria
y fibrogénica exacerbada, provocando la expresion de la IL-17A, del factor tumoral de
crecimiento (TGF)-B, de la coldgena tipo 1 (Col-1) y de las MMP asi como generan la
proliferacion y migracion en las CEH 7. La etapa de iniciacion es fuertemente promovida por
las CK 2. La perpetuacion de las CEH, segunda etapa de la iniciacion, también es orquestada

por las CK, al secretar el TGF-p y el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) %,
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La sefial autocrina de las CEH por medio de factores como el PDGF, junto con sefiales
paracrinas de los hepatocitos por medio del factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF)
y las CK, conspiran para que las CEH generen mas MEC a través de una mayor proliferacion,
contractilidad, fibrogénesis y respuesta proinflamatoria vigorosa .

El tejido hepético promueve su remodelacion principalmente por medio de las MMP 3L, Las
MMP son una familia de endopeptidasas extracelulares, que comprenden 25 tipos de
enzimas, que estan relacionadas con la proteolisis de la MEC. La biosintesis de las MMP esta
controlada a diferentes niveles, por medio de la expresion génica, la activacion del zimogeno
y por las TIMP 2. Las MMP 2, 9 y 13 estan relacionadas con la fibrosis hepética, las bajas
concentraciones de colagena tipo IV provocan la activacion de la MMP2, quien activa a la
MMP13, la cual a su vez genera la activacién de la MMP9. Las gelatinasas (MMP2 y 9)
pueden liberar de la MEC citoquinas proinflamatorias como el TNF-o e IL-1p *?, ademas del
potente factor profibrogénico el TGF-B 2. Este Gltimo factor activa proteinas como la Smad
3, mediante la fosforilacion del carboxilo terminal de la Smad 3 en la via candnica del TGF-
B, las cuales interactian con otras vias de sefializacion como el NF-kB.

La Smad3 juega un papel central en la fisiopatologia de la fibrosis, activando a las TIMP via
el factor TGF-B, lo que genera una inhibicion en la degradacion de la MEC . Asimismo,
existen vias con mayor potencial fibrogénico, como es la fosforilacion de la Smad3 en la
region 'linker' por parte de las proteinas quinasas activadas por los mitégenos (MAPK)
integrada por la quinasa regulada por la sefial extracelular (ERK), la quinasa c-Jun N-terminal
(INK) y el p38 337, Sin embargo, todos esos efectos profibroticos pueden ser prevenidos
por la proteina Smad7, la cual regula a la baja las vias de sefializacién profibrogénica (TGF-
B) e inflamatoria (NF-kB). Asimismo, la proteina Smad7 limita la activacion de las CEH,

protegiendo al higado de la fibrosis 223 (Figura 4).

2.1.4. La epidemiologia de las enfermedades hepéticas.

La incidencia y prevalencia de dos condiciones, la cirrosis y el cancer de higado, son clave
para entender la carga de la enfermedad hepética. Estas representan la etapa final de la
patologia hepatica y, por lo tanto, son indicativos asociados a la mortalidad. De acuerdo con
la OMS, en 2015, la cirrosis hepética fue la decimoséptima causa de muerte en el mundo.
Las proyecciones de la OMS al 2030 (2015) sefialan que la cirrosis y el cancer hepatico

claramente continuaran aumentando como causas de muerte 1. La etiologia méas prevalente
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en la hepatopatia es la enfermedad de higado graso no alcohdlico (NAFLD) *. Actualmente
se estima que el 25% de la poblacién adulta en el mundo tiene NAFLD, que a pesar de que
esta enfermedad es reversible, un tercio de los pacientes con NAFLD llegan a desarrollar
esteatohepatitis no alcohdlica (NASH), la cual se caracteriza por fibrosis * (Figura 5).

B

>

[N
o
o

. ‘:IRROSIS
/ R

VHB
VHC

o]
o
T

N b
o O

NUmero de muertes (10,000)
D
o

o

2000 2015 2030

Figura 5. Proyeccion mundial de la mortalidad relacionada con las hepatopatias al 2030
(A) y etiologia de las hepatopatias (B). De acuerdo a la OMS habra un incremento constante
en la mortalidad debido a la cirrosis y al cancer hepatocelular. EI 44% de las hepatopatias
estan relacionadas con el higado graso no alcohdlico (NAFLD) mientras que el 11% de las
enfermedades hepaticas son debido al consumo elevado de alcohol, enfermedad hepética por
alcohol (ALD). Tomado de Muriel, 2017 1,

En Estados Unidos, el NASH representa una de las principales causas de cirrosis, por lo tanto,
una importante causa de trasplantes hepaticos 3, por lo que este padecimiento esta causando
un incremento constante en la necesidad de reemplazar este 6rgano . Los pacientes NAFLD
generalmente presentan obesidad, resistencia a la insulina y / o diabetes tipo 2, dislipidemia,
hipertrigliceridemia e hipertension, por lo tanto, estos factores de riesgo hacen de estos
pacientes candidatos idoneos para desarrollar enfermedades cardiovasculares *. EI consumo
de alcohol por persona en México no es particularmente alto, sin embargo, la carga de la
cirrosis relacionada con el alcohol en México es muy superior a la de los paises con alto
consumo de alcohol #* presentando la mas alta tasa de mortalidad por cirrosis hepéatica en
América Latina %2. La cirrosis hepatica es la cuarta causa de muerte en nuestro pais, siendo
los hombres de entre 35 a 54 afios de edad quienes mayor contribucion tuvieron ®. La cirrosis
es un problema de salud importante en todo el mundo, debido a la falta de metodos de
tratamiento efectivos “3. Asimismo, los escasos tratamientos resultan costosos e inaccesibles
en la mayoria de los paises del mundo. Ademas, los tratamientos actuales mejoran

minimamente la supervivencia a largo plazo en los pacientes con cirrosis hepatica **. A
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medida que la epidemia global de obesidad se incrementa la carga clinica y economica

causadas por la cirrosis seran insostenibles 3.

2.2. Stevia rebaudiana Bertoni.

El 80 % de la poblacién mundial usa plantas medicinales para el cuidado de la salud. En los
paises desarrollados, la gente consume plantas debido a sus preocupaciones sobre los efectos
secundarios de los farmacos. La Stevia rebaudiana es un pequefio arbusto perenne que
pertenece a la familia Asteracea, es nativa de la region de Amambay en el noreste de
Paraguay. En 1899, la Stevia rebaudiana Bertoni fue botanicamente caracterizada por el
botanico Moisés Santiago Bertoni. Las hojas de la stevia tradicionalmente se usaban secas,
como un edulcorante, medicinalmente o para masticar. La hoja de la stevia se considera la
parte principal de la planta debido a sus compuestos bioactivos, ya que contiene mas de 30
diferentes glicosidos de esteviol, como son rebaudiésido (RBD) (A, B, C, D, E, y F),
estevidsido (STV), esteviolbidsido y dulcosido A; siendo el STV y el RBD A los que se
encuentran en mayor proporcion. Estos edulcorantes de la stevia son los Unicos en tener un
efecto de indice glucémico cero y cero calorias, y fueron reconocidos por la Food and Drug
Administration (FDA) como "generalmente reconocido como seguro” (GRAS). No obstante,
los problemas de seguridad deben ser considerados en la poblacion especial como son los
nifios y las mujeres embarazadas. EI STV estd compuesto por tres moléculas de glucosa y
una molécula de esteviol, su aglicona, mientras que RBD A tiene cuatro unidades de glucosa.
El STV, el compuesto mas abundante, posee un potencial edulcorante de 200 a 300 veces
mayor que el de la sacarosa. Ademas, el STV es termicamente una molécula estable hasta
100 °C. Por otro lado, el RBD A es menos abundante que el STV pero tiene un mayor

potencial de endulzamiento; ya que es 400 veces mas dulce que la sacarosa °.

2.2.1. El efecto antioxidante de la stevia.

La capacidad antioxidante de la stevia estd relacionada con sus compuestos fenolicos y
flavonoides, asi como con sus glucosidos de diterpeno *°. Los compuestos fenélicos presentes
en los extractos de la stevia son la quercetina y la catequina 7. Diversas investigaciones
han demostrado la capacidad antioxidante de la stevia de una manera dosis dependiente de la
concentracion, promoviendo la expresion de algunos genes de moléculas antioxidantes como

son el GSH y la GPx, evitando asi el dafio oxidante a las proteinas, a las membranas celulares
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y al ADN #-51 EI STV podria estar implicado en la modulacion del estrés oxidante, ya que
en un estudio in vitro mostré regular a la baja al inhibidor del Nrf2, llamado Keap 1 °2. Sin
embargo, existen muy pocos estudios de estos efectos antioxidantes de la stevia en modelos
animales 8; menos ain son conocidos los mecanismos moleculares implicados en estos

efectos (Figura 6).

2.2.2. El efecto antiinflamatorio de la stevia.

Los extractos de la stevia, tanto acuosos como etandlicos, han demostrado disminuir
significativamente la produccion de TNF-a, IL-6, e IL-1 en células estimuladas por LPS *°,
asi como suprimir la respuesta inflamatoria por la inhibicion del factor IkB, proteina
inhibitoria del NF-xB 3%, Este efecto antiinflamatorio puede ser atribuido al STV, que
inhibe la secrecion de TNF-o, IL-6, IL-13 mediante la regulacion a la baja del NF-xB en un
modelo in vitro de una manera dependiente de la dosis . Un efecto similar fue encontrado
en un modelo de raton, en donde tanto el STV como un extracto etandlico de la stevia
suprimieron el estrés oxidante y la inflamacidn via inhibicion del NF-«xB °° (Figura 6).
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Figura 6. Los efectos benéficos de la stevia en el higado. Modificado de Ramos-Tovar y
Muriel, 2017 *°. La stevia limita los proceso oxidantes, necréticos y colestaticos mediante la
regulacion de varios factores antioxidantes e inflamatorios.
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2.2.3. El efecto antifibrotico de la stevia.

No existen estudios sobre el efecto antifibrotico de la stevia. Un estudio in vivo encontrd que
las hojas de la stevia limitaban las actividades de las enzimas hepéticas ALT y aspartato
aminotransferasa (AST) #°°7. Das y Kathiriya (2012) utilizaron un extracto acuoso preparado
con hojas de la stevia a una dosis de 400 mg / kg de peso de la rata durante 7 dias. El dafio
hepatico fue producido por la TAA en el 6to. dia. Esta investigacion demostré que el extracto
acuoso de la stevia fue capaz de prevenir la necrosis (ALT, AST) y la colestasis (FA); y
preservar los niveles de GSH y disminuir la LPO #% Sin embargo, los mecanismos

moleculares involucrados en la hepatoproteccion de la stevia no son elucidados.
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2. JUSTIFICACION

La morbimortalidad por la cirrosis y el cancer hepéticos han tenido un incremento constante
en muchas partes del mundo, incluida América Latina. De acuerdo con la OMS, en 2015, la
cirrosis hepatica fue la decimoséptima causa de muerte en el mundo. En México, la cirrosis
hepatica es la cuarta causa de fallecimiento, siendo los hombres de entre 35 a 54 afios quienes
mayor contribucion tuvieron. La etiologia mas prevalente en la hepatopatia es el NASH¥,
El consumo de alcohol por persona en México no es particularmente alto, sin embargo, la
carga de la cirrosis relacionada con el alcohol en México es muy superior a la de los paises
con alto consumo de alcohol %4, Esto puede ser debido a la alta prevalencia en obesidad que
puede estar contribuyendo en el desarrollo de las hepatopatias. Aunado a esto, no existe en
la actualidad un tratamiento efectivo para prevenir o revertir la cirrosis hepatica. Siendo las
Unicas alternativas para combatir la cirrosis hepéatica farmacos costosos con poca efectividad
0 la escasa posibilidad de trasplantes parciales o totales del 6rgano en etapas méas avanzadas
de esta enfermedad. Por lo tanto, el desarrollar nuevas herramientas terapéuticas que
prevengan esta afeccion es de gran importancia, por lo que el objetivo de esta investigacion
fue conocer los efectos de la stevia como un posible protector de la fibrosis hepética en
modelos animales que comparten caracteristicas con la enfermedad en el humano. Con el fin
de contribuir eventualmente a desarrollar un nuevo tratamiento para prevenir la fibrosis

hepatica y descubrir sus mecanismos de accion.
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3. HIPOTESIS
Debido a sus propiedades antioxidantes y antinflamatorias, la administracion de la stevia
prevendra el establecimiento del dafio hepético inducido por los agentes hepatotoxicos.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general.
Evaluar la capacidad farmacoldgica de la stevia para prevenir el dafio hepatico experimental

producido por la administracion del CCls 0 de la TAA.

4.2. Objetivos particulares.

a) Evaluar el potencial antioxidante y antiinflamatorio de la stevia en los modelos de dafio
hepatico inducidos por la administracion del CCls o de la TAA.

b) Determinar la capacidad de la stevia para prevenir la fibrosis inducida por la
administracion del CCls 0 de la TAA.

c) Analizar histolégicamente el efecto benéfico de la stevia sobre el higado al ser expuesto
al CClsode la TAA.

d) Caracterizar los mecanismos de accion de la stevia en el dafio hepéatico experimental.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Caracteristicas de la Stevia rebaudiana Bertoni variedad Morita Il.

En este estudio utilizamos la Stevia rebaudiana Bertoni variedad Morita Il (stevia), la cual
fue adquirida comercialmente en Mayan Sweet Stevia® (Yucatan, México). Este producto
tiene una certificacion del Departamento de Agricultura de EUA (USDA). El riego se realiz6
por goteo, el pH del agua fue de 7,5, el pH de la stevia fue de 7,0 y el suelo pedregoso tenia
un pH de 7,5. La stevia se cultivé a una altitud de 550 m a 26 ° C y 60% de humedad. Los
componentes presentes en esta variedad de la stevia han sido ampliamente descritos por
varios investigadores (Tabla 1) 1%°9-83, Para fines de la administracion, las hojas de la stevia
se pulverizaron y tamizaron con una malla de 1 mm, y se almacenaron en una botella ambar

de vidrio para protegerlas de la luz solar hasta su uso.

Tabla 1. Principales componentes de la Stevia Rebaudiana variedad Morita Il.

COMPONENTES CONTENIDO
Carbohidratos 67.32 %
Fibra cruda 9.52%
Proteina 12.11 %
Grasas 3.23%
Cenizas 7.82%
Clorofila 7 mglg
Carotenoides 4 mglg

Flavonoides
Contenido fendlico
STV

RBD A

Datos obtenidos de las siguientes referencias 193,

36.7 mg equivalentes de quercetina/g

28.4 mg equivalentes de acido galico /g

15.5¢/100 g
9.12g/100 g
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5.2. Material bioldgico.

En este trabajo experimental se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar proporcionadas por
la Unidad de Produccién y Experimentacion de Animales de Laboratorio (UPEAL) del
Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional
(Cinvestav). Las ratas fueron mantenidas bajo condiciones controladas (temperatura de 22 +
2 °C, humedad relativa del 50-60% Yy ciclos de luz-oscuridad de 12 h). Los animales tenian
acceso a la dieta Labdiet ® (no. 5053, Indiana, EUA) y agua ad libitum. El aumento de peso
corporal se evalué una vez por semana. Una vez terminados los tratamientos, las ratas se
eutanizaron bajo anestesia con ketamina y xilazina (a una dosis de 100 y 8 mg/kg de peso,
respectivamente) y luego se sacrificaron. La sangre se recolect6 por puncién cardiaca y se
centrifugd en tubos a 3000 rpm (12000 g). El higado de cada rata se retiré rapidamente, se
pesO y se almacend a -75 °C. Todos los animales recibieron cuidados de acuerdo con el
Comité de Etica del Cinvestav y a la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999),
considerando las especificaciones técnicas de produccién, cuidado y uso de animales de
laboratorio que se encuentra en la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
(NRC, 2011).

5.3. Disefio experimental.
En el disefio experimental se formaron dos esquemas experimentales: agudo y crénico. Para
el modelo agudo se utilizaron ratas con un peso de 200 a 250 g, el tratamiento dur6 7 dias,

como se muestra en el curso temporal.

Stevia Stevia Stevia Stevia Stevia Stevia Stevia
CcCl,
1 2 3 4 5 6 7

Dias
Curso temporal del modelo de dafio hepético agudo del CCl4
Las ratas fueron divididas aleatoriamente en 4 grupos, como se muestra en la Tabla 2 con
una n=8. La dosis del hepatotoxico fue de 4 g de CCls. La dosis de la stevia fue de 100 mg/kg
de peso en 1 mL de carboximetilcelulosa (CMC) al 0.3 %, con sus respectivos controles.



Tabla 2. Disefio experimental del modelo de dafio hepéatico agudo con el CCl..
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Grupos Periodo Dosis Via

Control 7 dias (d) CMC PO

CCl, dia 6 4 g /kg peso PO
7d stevia: 100 mg/kg peso

Stevia + CCl, PO
dia 6 CC14: 4 g/kg peso

Stevia 7d 100 mg/kg peso PO

Para el modelo cronico se utilizaron ratas con un peso inicial de 100 a 120 g, los animales

fueron separados aleatoriamente en (n=8) grupos en los modelos del CCls y la TAA (Tabla

3y 4, respectivamente). La dosis para el CCls fue de 400 mg/kg de peso, tres veces por

semana durante 12 semanas y para la TAA 200 mg/kg de peso, tres veces por semana durante

10 semanas. La dosis diaria de la stevia fue de 100 mg/kg en 1 mL de CMC al 0.3 %.

Tabla 3. Disefio experimental del modelo de dafio hepético crénico con el CCla.

Grupos Periodo Dosis Via
Control 12 semanas CMC PO
400 mg/kg peso, intraperitoneal
CCl, 12 semanas SRep P
3 veces/semana (IP)
stevia: 100 mg/kg peso PO
Stevia + CCl, 12 semanas
CC14: 400 mg/kg peso IP
Stevia 12 semanas 100 mg/kg peso PO
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Tabla 4. Disefio experimental del modelo de dafio hepatico crénico con la TAA.

Grupos Periodo Dosis Via

Control 10 semanas CMC PO
100 mg/kg peso,

TAA 10 semanas SEEP IP

3 veces/semana
stevia: 100 mg/kg peso PO
TAA: 100 mg/kg peso IP

Stevia + TAA 10 semanas

Stevia 10 semanas 100 mg/kg peso IP

5.4. Determinaciones de laboratorio.

Se cuantificaron los marcadores séricos de dafio hepatico: de las actividades de las enzimas
fosfatasa alcalina (FA), alanino aminotransferasa (ALT) y gamma-glutamil transpeptidasa
(y-GTP), de la bilirrubina, glucégeno, LPO, GSH, GSSG y coldgena mediante
espectrofotometria. Se efectuaron tinciones (hematoxilina y eosina, y tricromica de Masson)
en el parénquima hepatico. Se realizo la inmunohistoquimica (IHC) en el tejido hepatico de
las proteinas: NF-xB, TGF-B1 y a-SMA. Se cuantificaron en el higado las siguientes
proteinas por medio de la técnica de western blot: 4-HNE, Nrf2, TNF-a, IL-1B, p65, IL-6,
IL-10, IL-17A, TGF-B1, a-SMA, PDGF, CTGF, Col-1a, MMP13, TIMP-1, Smad7, Smad3,
pSmad3L, JNK, pJNK, ERK, pERK, p38 y pp38, y como control de carga se utilizé la
proteina B-actina. Por técnicas zimograficas se determind la actividad de las enzimas MMP9
y 2. Se midio la expresion génica del ARNm de la enzima GPx, TNF- a, IL-1B y a-SMA por
gRT-PCR y como control de expresion se utilizd el gen gliceraldehido-3-fosfato

deshidrogenasa (GAPDH). A continuacion, se describen las técnicas utilizadas.

5.4.1. Determinacién de la actividad de las enzimas hepéticas.

La actividad de la enzima FA fue determinada por el método de Berger y Rudolph, (1963),
la cual se basa en la hidrolisis, por accion de la enzima p-nitrofenilfosfato, dando como
productos fosfato inorganico 'y p-nitrofenol. Este ultimo se cuantifica
espectrofotométricamente a 410 nm ®*. La actividad de la enzima ALT fue determinada por
el método de Reitman y Frankel (1957). EI método se basa en la formacion de piruvato y

glutamato a partir de alanina y alfa-cetoglutarato. El piruvato obtenido reacciona a través de
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su grupo ceto con la 2,4- dinitrofenilhidrazina formando un complejo coloreado con
absorbancia de 515 nm . La actividad de la enzima y-GTP fue determinada por el método
de Glossmann y Neville (1972). Este método consiste en la conversion de y-glutamil-p-
nitroanilida a y-glutamil-glicil-glicina con liberacidn de p-nitroanilina debido a la actividad

de la enzima. La p-nitroanilina tiene una absorbancia maxima a 410 nm ©,

5.4.2. Determinacion de la concentracion de las bilirrubinas.

Las bilirrubinas se determinaron usando un kit comercial marca Spinreact ® (catalogo
numero 1001044, Girona, Espafia). La bilirrubina se convierte en azobilirrubina mediante el
acido sulfanilico diazotado midiéndose espectrofotométricamente. De las dos fracciones
presentes en el suero, la bilirrubina ligada a &cido glucurénico y la bilirrubina libre ligada a
la albumina, so6lo la primera reacciona en el medio acuoso (bilirrubina directa) precisando la
segunda la solubilizacién con dimetilsulfoxido (DMSQO) para que reaccione (bilirrubina
indirecta). En la determinacion de la bilirrubina indirecta se determina también la directa,
correspondiendo el resultado a la bilirrubina total. La intensidad del color formado es

proporcional a la concentracion de bilirrubina en la muestra .

5.4.3. Determinacién del contenido de gluc6geno.

La determinacidn del contenido de glucogeno hepatico se realizé con la técnica de la antrona
68, La técnica de la antrona es un método en donde a partir de una muestra de higado se
determina la cantidad de gluc6geno. El glucgeno es hidrolizado por un acido (H2SQ.) hasta
sus unidades elementales (monosacaridos), que pueden ser luego deshidratadas dando
furfural. Este ultimo, reacciona con la antrona y se forma un producto coloreado (azul-
verdoso). Se leyd la muestra a una absorbancia de 620 nm y se expresaron los resultados

como g de glucogeno por 100 g de higado 2.

5.4.4. Determinacion del grado de peroxidacion lipidica.

La técnica colorimétrica de la LPO se evalué en homogeneizados de higado mediante la
medicion de la formacion del subproducto malondialdehido (MDA), utilizando el método del
acido tiobarbiturico ®°. La absorbancia se relacion6 con el contenido de proteina. La
concentracion de proteina se determiné de acuerdo con el método de Bradford utilizando la
albumina sérica bovina como estandar, e interpolando el valor de las muestras en la curva

estandar 7°,
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5.4.5. Determinacion de la concentracién de glutation.

La técnica para determinar el GSH en el higado se basa en la reaccién entre el grupo
sulfhidrilo de la cisteina que pertenece al glutation y el acido 5-5"-diotiobis-2-nitrobenzoico
(DTNB) del reactivo de Ellman. Tras la reaccion se obtiene como producto el &cido 5-tio-2-
dinitrobenzoico, compuesto coloreado que se lee en un espectrofotdmetro a una longitud de

onda de 412 nm ™. Los niveles de GSSG se cuantificaron segun lo descrito por Hissin y Hilf
72

5.4.6. Determinacion del contenido de coldgena.

Para cuantificar la colagena hepatica se determind la hidroxiprolina (HP). La HP es el
aminoacido més abundante en la colagena, constituye alrededor de un 10 a 12 % del total de
los aminoéacidos en la colagena. La cantidad de HP puede cuantificarse a partir del producto
generado por la reaccién entre el p-dimetilamino-benzaldehido (reactivo de Ehrlich) y el
pirrol derivado de la oxidacion de los residuos de HP. Los grupos pirrol son recuperados con
tolueno y se hacen reaccionar a temperatura ambiente por 30 minutos con el reactivo de
Ehrlich, para generar un producto de coloracion amarillo — anaranjado, que es medible a una

longitud de onda de 560 nm 2.

5.4.7. Técnicas de histologia.

Las técnicas utilizadas fueron la tincion de H y E (hematoxilina y eosina), y la tricromica de
Masson. La tincion de H y E se basa en la reaccion entre los acidos nucleicos y el colorante
alcalino hematoxilina, formando un complejo coloreado azul-pdrpura; mientras que el
colorante anidnico eosina interacciona con estructuras alcalinas, tifiendo en distintos grados
de rosa el citoplasma y la matriz extracelular "*. La tincion tricrdmica de Masson permite
evaluar los cambios en el grado de deposicién de coldgena y la evolucién del proceso de
cicatrizacion. La ventaja principal que ofrece la tincion tricromica de Masson es que permite
identificar estructuras celulares y moléculas clave en el proceso de cicatrizacion, pues
mientras la queratina, hemoglobina y fibras musculares se tifien de rojo, el ndcleo lo hace de
café obscuro a negro, el citoplasma y los adipocitos de rosa o rojo palido y las fibras de

colagena de azul ™.
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5.4.7.1. Ensayos de inmunohistoquimica.

La IHC se realiz6 utilizando un protocolo de inmunoperoxidasa. Las secciones se
desparafinaron durante la noche a 58 °C. Las muestras se hidrataron usando xileno durante 5
minutos, 3 veces y 90% de alcohol durante 3 minutos, 4 veces. Posteriormente, las secciones
se sumergieron en 1X PBS durante 5 minutos, 3 veces; y luego se sometieron a la autoclave
con buffer de citrato 0.10 N a 121 °C durante 20 minutos. Las secciones fueron lavadas con
1X PBS durante 5 minutos, 3 veces. A continuacion, la peroxidasa enddgena se bloqued con
metanol-peroxidasa durante 60 minutos (46 mL de MeOH + 4 mL de H20,) seguido de
lavado con 1X PBS durante 5 minutos, 5 veces. Ademas, para bloquear las uniones no
especificas, se afiadio 5% de leche en 1X PBS durante 60 minutos. Los tejidos se enjuagaron
en 1X PBS durante 5 minutos, 5 veces. Posteriormente, se incubaron con el anticuerpo
primario diluido en suero bovino fetal al 3% durante la noche. Luego, se enjuagaron con 1X
PBS durante 5 minutos, 5 veces. Los anticuerpos utilizados para IHC se dirigieron contra el
NF-kB; p65, el TGF-B1 y la a-SMA que se describen en la Tabla 5.



37

Tabla 5. Los anticuerpos utilizados en las técnicas de western blot e IHC.

PROTEINA MARCA CATALOGO
4-HNA Abcam® (Cambridge, GB) AB46545
a-SMA Sigma-Aldrich® (Missouri, EUA) A-5691
p-actina Ambion® (MA, EUA) AMA4302
COL-1A Sigma-Aldrich® (Missouri, EUA) C-2456
CTGF Santa Cruz Biotechnology® (CA, EUA) SC-365970
ERK Santa Cruz Biotechnology® (CA, EUA) SC-292838
IL-1p Abcam® (Cambridge, GB) AB18329
IL-6 Invitrogen® (CA, EUA) ARC0962
IL-10 Invitrogen® (CA, EUA) ARC 9102
IL-17A Cell Signaling Technology® (MA, EUA) SC-374218
JINK 1/2 Cell Signaling Technology® (MA, EUA)  9252S
MMP13 Merck-Millipore® (MA, EUA) MAB13426
Nrf2 Abcam® (Cambridge, GB) AB31163
p38 Abcam® (Cambridge, GB) AB31828
p65 Merck-Millipore® (MA, EUA) MAB3026
PDGF Abcam® (Cambridge, GB) AB16829
pPERK Santa Cruz Biotechnology® (CA, EUA) SC-136521
pJNK Abcam® (Cambridge, GB) AB131499
pP38 Cell Signaling Technology® (MA, EUA)  9211S
PpSMAD3L | Abcam® (Cambridge, GB) AB63403
SMAD3 Cell Signaling Technology® (MA, EUA)  SC-101154
SMAD7 Abcam® (Cambridge, GB) AB90086
TGF-B1 Merck-Millipore® (MA, EUA) MAB1032
TIMP-1 Abcam® (Cambridge, GB) AB61224
TNF-a Ebioscience® (CA, EUA) BMS175
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5.4.8. Determinacién de las proteinas especificas mediante la técnica de western blot.

Para el anélisis de las proteinas por western blot, el tejido hepatico se homogeneiz6 en
tampon de lisis (1 mol/Tris-HCI pH 8,5 mol /NaCl, NP40, Tritén, 0.5 mol/EDTA pH 8, 0.1
mol/PMSF, 0.1 mol/L NasVVO4 y 0.1 mol/L Naif (Sigma-Aldrich®, Missouri, EUA), junto
con los cocteles de los inhibidores de las proteasas y fosfatasas (Sigma-Aldrich®, Missouri,
EUA), posteriormente el homogeneizado fue centrifugado a 12000 rpm (13200 g) durante 20
minutos a 4 °C. Se recuperd el sobrenadante y se midid la concentracion de las proteinas
usando el método del acido bicinconinico ® (Ensayo de las proteinas Pierce BCA, niimero
de catdlogo 23223, Thermo Fischer Scientific®, NY, EUA). Se prepararon geles de
dodecilsulfato sodico con poliacrilamida al 12 % (SDS-PAGE) en gel electroforesis, en
donde se inyectaron 40 pg de proteina por muestra (100 V, 3 h, temperatura ambiente), una
vez corrida la muestra, las proteinas se electrotransfirieron en una membrana de Immuno-
Blot PVDF de 0.45 um (BIO-RAD®, CA, EUA) (0,25 A, 1,40 ha 4 °C). Las membranas se
bloquearon con albimina de suero bovino al 5% (BSA) (Sigma-Aldrich®, Missouri, EUA)
en una solucién de Tris con Tween20 (TBST) durante dos horas a temperatura ambiente. Las
membranas se incubaron en una solucion diluida 500 veces de anticuerpo primario, descritos
en la Tabla 5, durante la noche a 4 °C, se lavaron con TBST 3 veces, y luego se incubaron
en una solucién diluida 5000 veces de anticuerpo secundario durante dos horas a temperatura
ambiente. El anticuerpo contra B-actina se usé como control interno y los resultados se
expresaron en relacion con el control. Las membranas fueron bafiadas con el reactivo de
luminol (Santa Cruz Biotechnology®, CA, EUA). Las placas fotograficas (numero de
catdlogo 822526, Kodak®, NY, EUA) se sumergieron durante 5 minutos en el revelador
(numero de catalogo 1900943, Kodak®, NY, EUA), luego se enjuagaron con agua corriente
y se pasaron a un recipiente con solucién fijadora (catdlogo 1901875, Kodak®, NY, EUA)
durante 5 minutos. Las placas se enjuagaron con agua corriente y se dejaron secar. Las
imagenes se digitalizaron y la intensidad de cada banda se cuantifico mediante el escaneo
densitométrico con el software ImageJ® (NIH, MD, EUA) 7.

5.4.9. Determinacion de la actividad de las metaloproteasas mediante la técnica de la

zimografia.
La actividad proteolitica de las MMP2 y 9 se evalud en geles de gelatina-sustrato. El tejido

hepético (0.25 g) se homogeneiz6 mediante sonicacion y se centrifugé con 1.7 mL de 1X
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PBS a 13000 rpm (16400 g) durante 10 minutos. Se recupero el sobrenadante, y las proteinas
se cuantificaron por el método del acido bicinconinico 7. Se afiadieron voldmenes
equivalentes de 50 pg de proteina con 2.5% de SDS, 1% de sacarosa y 4 mg / mL de rojo de
fenol sin agentes reductores y se inyectaron en geles de acrilamida al 8% polimerizados con
1 mg/mL de gelatina. La electroforesis se realizd a 72 V durante 2 h. Los geles se enjuagaron
dos veces en Triton X-100 al 2.5% y luego se incubaron en un buffer de Tris-HCI a 37 °C
durante 48 h. Los geles se fijaron y tifieron con 0.25% de Coomassie Brilliant Blue G-250 en
acido acético al 10% y metanol al 30%. La actividad proteolitica se detecto como bandas
transparentes contra la tincién de fondo del sustrato no digerido en el gel en la posicion
esperada, de acuerdo con el peso molecular de las MMP. Las imagenes se digitalizaron y la
intensidad de cada banda se cuantifico con el software ImageJ® (NIH, MD, EUA) 7.

5.4.10. Determinacién de la expresién génica mediante la reaccidn cuantitativa de la retro
transcripcion (qQRT-PCR).

Las muestras de higado (0.1 g) se colocaron inmediatamente en una solucion del reactivo de
TRI en frio (Sigma-Aldrich®, Missouri, EUA) y se congelaron en nitrégeno liquido. EI ARN
se separ0 usando reactivos como cloroformo, isopropanol y etanol, consecutivamente. El
sobrenadante se centrifug6 durante 6 minutos a 10600 rpm (11500 g) y se resuspendio en
agua.

La concentracion de ARN se determind mediante espectrofotometria (Nanodrop Lite,
Thermo Fischer Scientific®, Shanghai, China) a una longitud de onda de 260 nm. Las
muestras se trataron con DNAse Recombinant (Roche, Sigma-Aldrich®, Missouri, EUA).
Las muestras se transcribieron con 2.5 pg de RNA, inhibidor de RNasa (RNAseout)
(Invitrogen, CA, EUA) v la transcriptasa inversa M-MuLV (New England BioLabs, MA,
EUA). Las condiciones del ciclo de la transcripcion reversa fueron las siguientes: 65 °C
durante 5 minutos, 37 °C durante 60 minutos, 70 °C durante 15 minutos y 4 °C durante 5
minutos. La qRT-PCR se realizo utilizando el sistema Applied Biosystems® Step-One Plus
Real-Time PCR con el software versién 2.3. La polimerasa Taq (TagMan, Universal Master
Mix REF 4304437, Applied Biosystems®, CA, EUA) se us6 para medir la expresion génica
de la GPx, TNF-a, IL-1B y a-SMA (Tabla 6). Las pruebas se realizaron por duplicado y se
marcaron con colorante informador FAM y con un inhibidor no fluorescente. Los ensayos

fueron adquiridos en Thermo Fisher Technology® (MA, EUA). La mezcla de reaccion
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totalizd 10 puL y contenia 5 uLL de TagMan Universal Master Mix, 0.5 uL de sonda de gen
problema, 1 pLL. de muestra (16 ng/ puL) y 3,5 uLL de H20O estéril. Las condiciones de ciclacion
de la gRT-PCR fueron de 95 °C durante 10 minutos, seguidas de 40 ciclos de 95 °C durante
15 sy 60 °C durante 1 s. Se utilizé al gen GAPDH como el control interno, previamente
evaluada su estabilidad y los resultados se expresaron como una relacion relativa al control.
La linea de base y el umbral se establecieron usando la funcidn autobase y de umbral en Step
One Software (Applied Biosystems®, CA, EUA). Las muestras se consideraron positivas si
la amplificacion objetivo se registro dentro de los 35 ciclos. Las curvas estandar se prepararon
usando una muestra de higado del grupo control en 5 diluciones en serie (1: 0, 1: 2, 1: 4, 1:
8, 1:16 y 1:32). Se construyd una curva estandar de los valores del umbral del ciclo (CT)
versus el logaritmo de la dilucion y se calcul6 la ecuacion. La dilucion utilizada fue 1:8. Cada
analisis se realizo por duplicado con sus respectivos controles de reactivos. El andlisis de los
datos relativos de expresion génica se realizo utilizando el método de la doble delta CT 8.
Tabla 6. Los ensayos usados en la técnica de gRT-PCR.

Genes Numero

a-SMA | Rn01759928 g1

GAPDH | Rn01775763 g1

GPx Rn00577994 g1

IL-1p Rn00580432_m1

TNF-a | Rn01525859 g1

5.5. Andlisis estadistico.

Se realizaron pruebas estadisticas con el programa GraphPad Prism® 7.0 software (CA,
EUA), como la media £ error estandar de la media (SEM), el analisis de la varianza
(ANOVA) de una sola via seguido de la prueba de Tukey. Se considerd que las diferencias

eran estadisticamente significativas en un intervalo de confianza del 95 % o p < 0.05.
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6. RESULTADOS

6.1. La stevia previene el dafio hepatico agudo.

En principio, como un estudio piloto para investigar si la stevia pudiese ser un tratamiento
potencial para las enfermedades hepaticas, se llevd a cabo un experimento sobre el dafio
hepético agudo inducido por una dosis alta de CCls en ratas Wistar macho. El aspecto general
de los higados en los niveles macroscopico y microscopico se muestran en la figura 7. El
tratamiento con una dosis aguda del CCl4 produjo la inflamacion del higado que se evitd con
la stevia. Las ratas tratadas con la stevia ademas del CCls tenian higados que eran
macroscopicamente similares a los animales control. Las muestras tefiidas con hematoxilina
y eosina se muestran en las figuras 7A-D. La figura 7A, que representa al grupo control,
muestra un parénquima hepatico normal sin alteraciones, en donde se puede una luz vascular
que corresponde a una vena central. La figura 7B corresponde a una seccion representativa
del higado de una rata expuesta a la intoxicacion aguda con CCls; en este caso, el tejido
muestra una degeneracién severa de los hepatocitos (esteatosis), asi como la distorsion del
parénquima hepatico, la necrosis y la infiltracion inflamatoria. Estas alteraciones fueron
atenuadas por la stevia (Figura 7C). El tratamiento con la stevia a las ratas control no produjo
ningun efecto sobre la histologia hepatica. En donde se observa la arquitectura de un espacio
portal (Figura 7D). La administracion aguda del CCls aumentd significativamente la
actividad serica de la enzima ALT (Figura 7E), un indicador de la necrosis de los hepatocitos
"y lay-GTP (Figura 7F), un marcador de colestasis ", en relacion con el grupo control. El
pretratamiento con la stevia evitd por completo el aumento de la actividad de las enzimas
ALT yy-GTP, lo que sugiere que la stevia puede prevenir la necrosis y la colestasis inducidas
por el CCls. El tratamiento de la stevia en las ratas control no produjo ningun efecto sobre
los marcadores séricos de dafio hepatico. EI MDA es uno de los principales productos de la
LPO y se utiliza cominmente para medir el estrés oxidante en los tejidos &. La intoxicacion
aguda con el CCl4 desencadeno la LPO segun los niveles de MDA, que fueron 3 veces mas
altos que los del grupo control, y la actividad antioxidante de la stevia evitd de manera parcial
pero significativa, el proceso de LPO (Figura 7G). El estrés oxidante producido por el CCla4
condujo a una disminucion en la concentracion de GSH en el higado, que también fue
prevenida por la stevia (Figura 7H). El tratamiento con la stevia en las ratas control no

produjo ningun efecto sobre estos parametros de estrés oxidante.



42

Control CCl, Stevia + CCl, Stevia

F G LPO
ALT ¥ GTP = GSH
150 20 a 20_4 15
a c a b
[ =4 - (=2}
= ab 15
E 100 E EO03 210
5 _ < ° a
:c 20 10 a,b 0o0.2 a,b = T
£ 50 E L = i
© M 1 e 1 T [ ]
o
LN 0 Eo.o 0
o A A N > AN - & > > - & > - > &
s o o N < N © N &© N
& < o o & L & OO > N O
@) x oo x =) oo x ) Oo x =)
4\’0 N N N
& Q,\\ Q‘A Q‘A
< XS [ %

Figura 7. Lastevia previene lalesién hepética aguda. Efecto de la stevia sobre la estructura macroscépica y en la tincion con hematoxilina y eosina en el
higados de las ratas control (A), las ratas tratadas con el tetracloruro de carbono (CCl,) (B), las ratas tratadas con la stevia + CCly (C) y las ratas
administradas con la stevia sola (D). Los histogramas muestran la actividad sérica de las enzimas alanino aminotransferasa (ALT) (E), gamma glutamil
transpeptidasa (y-GTP) (F), el grado de peroxidacion de lipidos (LPO) (G) y el contenido de glutatién reducido (GSH) (H) en el higado de las ratas con el
modelo de dafio hepético agudo por el CCl,. Cada barra representa el valor medio de los experimentos realizados por duplicado = SEM (n = 8). (a) indica P
<0.05 frente al grupo control; (b) indica P <0.05 frente al grupo de dafio con el CCl;. Vena central: VC; triada portal: TP.
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6.2. La stevia previene la lesion hepatica crénica inducida por el CCla.

Debido a que se observo que el tratamiento con la stevia previno eficazmente el dafio hepatico
agudo, se decidié evaluar si esta planta era capaz de prevenir la cirrosis inducida por el CCla.
El grupo cirrético mostré un aumento en el peso del higado en comparacion con el grupo
control, mientras que el tratamiento con la stevia previno este aumento (Tabla 7). El peso
corporal disminuyé ligeramente por la intoxicacién cronica con el CCly, pero la stevia fue
incapaz de mantener el peso corporal dentro de los valores control. La relacion de peso
hepatico/peso corporal aumentd significativamente con la administracion crénica del CCly,
y la stevia previno completamente esta alteracion (Tabla 7). El tratamiento con la stevia en
las ratas control no produjo ningun efecto sobre el higado, el peso corporal o la relacion entre

el peso del higado y el peso corporal.

Tabla 7. Efecto de la stevia en el peso hepatico, el peso corporal y la relacion del peso

del higado y el peso corporal en el modelo de dafio hepatico crénico con el CCla.

Grupo Peso del higado Peso corporal Higado/peso corporal
Control | 1536 #* 0.25 468.27 + 3.92 0.03 £ 0.00
CCly 12029 + 046 a 42179 + 634 a 005 + 000 a
Stevia+ CCls | 1576 + 0.16 b 41596 + 179 a 004 =+ 000 b
Stevia 11380 + 0.26 436.51 + 4.30 0.03 £ 0.00

La tincién con H y E de las secciones del higado se muestra en las figuras 8A-D. El grupo
control representado en la figura 8A no muestra alteraciones del parénquima hepatico. La
figura 8B corresponde a una seccion de tejido representativa del dafio hepéatico crénico
inducido por el CCls; en este caso, el tejido muestra alteracion del parénquima hepético,
esteatosis, hepatocitos hipercrométicos nucleares y nicleos atipicos y pleomorficos. Las
alteraciones producidas por la administracion del CCls se evitaron mediante el tratamiento
con la stevia (Figura 8C). El tratamiento con la stevia en las ratas control no produjo ningln
efecto sobre la histologia hepatica (Figura 8D). Los marcadores séricos convencionales de
dafo hepatico, la actividad de las enzimas ALT (Figura 8E), FA (Figura 8F) y y-GTP (Figura
8G), se incrementaron significativamente debido al tratamiento crénico con el CCls. El
tratamiento con la stevia previno significativamente el aumento de estos indicadores séricos
de dafio hepatico. El glucégeno, la principal fuente de energia de reserva en el higado &, y la

bilirrubina en suero se midieron para evaluar la capacidad funcional del érgano.



44

La figura 8H muestra una disminucién dramatica en el contenido de glucogeno hepatico en
las ratas cirréticas en comparacion con el grupo control, en particular, la stevia previno
completamente este efecto. La concentracion plasmaética de la bilirrubina total (Figura 81) y
no conjugada (Figura 8J) aumentd significativamente en la intoxicacion cronica por el CCly,
mientras que el tratamiento con la stevia previno completamente esta elevacion. El
tratamiento con la stevia en las ratas control no produjo ningun efecto sobre los niveles de

glucogeno o bilirrubina.
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Figura 8. La stevia previene la inflamacion del higado, la necrosis y la colestasis, en el dafio cronico por el CCly. Efecto de la stevia sobre la
estructura microscdpica en la tincién con hematoxilina y eosina en higados control (A), las ratas tratadas crénicamente con el tetracloruro de carbono
(CCly) (B), las ratas tratadas con la stevia + CCl, (C) y las ratas tratadas solamente con la stevia (D). Los histogramas muestran la actividad de las
enzimas séricas alanino aminotransferasa (ALT) (E), fosfatasa alcalina (FA) (F) y gamma-glutamil transpeptidasa (y-GTP) (G); el contenido de
glucoégeno hepatico (H), la bilirrubina sérica total (1) y la bilirrubina no conjugada (J). Cada barra representa el valor medio de los experimentos
realizados en el ensayo, por duplicado + SEM (n = 8). (a) indica P <0.05 frente al grupo control; (b) indica P <0.05 frente al grupo con el CCl,. Vena
central; \C; triada portal: TP.
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6.2.1. La stevia preserva el equilibrio redox en la lesidn hepatica crénica inducida con el
CCla.
El estrés oxidante juega un papel fundamental en el desarrollo de la cirrosis hepatica 8283, por

esta razon se determinaron cinco indicadores diferentes de estrés oxidante para investigar la
capacidad antioxidante de la stevia. La LPO y el GSH son buenos indicadores del estrées
oxidante a nivel lipofilico e hidrofilico, respectivamente. Las ratas cirréticas mostraron
valores aumentados de LPO (Figura 9A) y un contenido disminuido de GSH (Figura 9B) en
el higado. De manera importante, la administracion de la stevia previno significativamente
estas alteraciones, demostrando una fuerte actividad antioxidante.

La GPx es una enzima con una importante funcion antioxidante que actta contra las ROS,
utilizando GSH para evitar el efecto toxico del peroxido de hidrdgeno (H202) 8; esta enzima
se redujo significativamente por el tratamiento con el CCls, mientras que la stevia, parcial
pero significativamente, conservé el ARNm de la proteina GPx (Figura 9C).

El 4-HNE es un excelente marcador de estrés oxidante a nivel membranal, asi como, un fuerte
inductor de la produccion de H20; intracelular &8, como se puede ver en la figura 9D, el
tratamiento cronico con el CCls aumento el 4-HNE vy la stevia limito significativamente este
efecto.

El Nrf2 se considera uno de los principales reguladores de la respuesta antioxidante de la
célula &8 por lo tanto, se explord la posibilidad de que, ademas de la actividad depuradora
directa de las ROS de los antioxidantes presentes en las hojas de la stevia (como atrapadores
de radicales libres), esta planta pueda inducir al Nrf2 como un mecanismo importante para
modular el estado redox en las células hepéticas. La figura 9E muestra que las ratas cirroticas
presentan un nivel disminuido de Nrf2 y que la stevia conserva por completo los niveles
proteicos de este factor. El tratamiento con stevia en las ratas control no produjo ningin

efecto sobre estos marcadores de estrés oxidante.
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Figura 9. La stevia previene el dafio oxidante producido por el tratamiento croénico con el CCly. Se realizaron determinaciones en el higado de la
peroxidacién lipidica (LPO) (A), del contenido de glutation reducido (GSH) (B) y de la expresién génica de la enzima glutation peroxidasa (GPx) (C). El
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) se utilizd6 como gen control en la qRT-PCR. Cada barra representa el valor medio de los experimentos
realizados por duplicado + SEM (n = 8). Se determinaron los niveles de la proteina 4-hidroxi-2,3-nonenal (4-HNE) (D) y del factor nuclear de transcripcion
(eritroide-2) relacionado con el factor 2 (Nrf2) (E) de secciones de higado por western blot, de ratas control, tratadas con el tetracloruro de carbono (CCly),
stevia + CCly y stevia. La intensidad de la sefial fue determinada mediante un andlisis de densitometria 6ptica (DO). Cada barra representa la media de los
experimentos realizados por duplicado + SEM (n = 3). La B-actina se usé como control de carga. Los valores se expresan como el valor relativo normalizado
a los valores del grupo control (control = 1). (a) indica P <0,05 frente al grupo control; (b) indica P <0,05 frente al grupo con el CCl,.
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6.2.2. La stevia previene la necrosis vy la inflamacién al bloguear al factor NF-xB v las

citoquinas proinflamatorias producidas por el CCla

El NF-xB es el principal regulador de la inflamacion y la fibrosis hepética, que induce la
expresion de las citoquinas proinflamatorias 8. Como se muestra en la figura 10, los tejidos
hepaticos se embebieron en parafina y se llevo a cabo una IHC con el anticuerpo NF-xB
(p65) para investigar el efecto de la stevia en el dafio hepatico cronico. La figura 10 muestra
pocas detecciones especificas del antigeno contra p65 en el grupo control (panel A). Por el
contrario, la expresion de p65 fue muy marcada en el grupo tratado con el CCls (panel B) en
comparacion con el grupo control. El tratamiento con la stevia disminuyd notablemente el
incremento de esta proteina (panel C), en comparacion con los animales cirroticos.

La figura 10E muestra el porcentaje de zonas de positividad obtenidas de tres cortes de
higado, en donde puede apreciarse que las diferencias alcanzaron significancia estadistica.
Los resultados se confirmaron mediante western blot donde se puede observar que el CCl4
indujo un aumento de 8 veces en la proteina p65, mientras que el tratamiento con la stevia
atenuo significativamente este efecto (Figura 10F). El tratamiento con la stevia en las ratas
control no produjo ningun efecto significativo sobre la expresion del p65.
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Figura 10. La stevia previene la activacion del factor proinflamatorio NF-kB (p65) en el dafio hepatico crénico. La inmunohistoquimica del factor
nuclear kappa B (p65) representativa de cortes de higado de las ratas tratadas control (A), las ratas intoxicadas con el tetracloruro de carbono (CCl,) (B),
stevia + CCly (C)y stevia (D). El panel E representa el porcentaje de positividad del factor nuclear kappa B (p65) obtenido a partir de cortes de higado. El
panel F representa los niveles de proteina en muestras de tejido hepético determinadas por analisis de western blot. La intensidad de la sefial fue
determinada mediante un andlisis de densitometria 6ptica (DO). Cada barra representa el valor medio + SEM (n = 3). Los valores se expresan como el
valor relativo normalizado a los valores del grupo control (control = 1). (a) indica P <0,05 frente al grupo control; (b) indica P <0,05 frente al grupo con el
CCl,. Vena central: VC; triada portal: TP.
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Varias citoquinas implicadas en los procesos inflamatorios en el dafio hepéatico se regulan
positivamente por el NF-kB, incluidos el TNF-a, la IL-1p, la IL-6 y la IL-10 . Los niveles
del TNF-a (Figura 11A), la IL-1p (Figura 11B), la IL-6 (Figura 11C) y la IL-10 (Figura 11D)
aumentaron en los higados de las ratas cirréticas en comparacion con el grupo control. El
tratamiento con la stevia previno significativamente el aumento en los niveles de la proteina
de estas citoquinas involucradas en la reaccion proinflamatoria del higado. Estos resultados
mostraron que la stevia bloque6 la expresion de la transduccion de la sefial proinflamatoria
del NF-«B en la lesion hepatica cronica inducida por el CCla. El tratamiento con la stevia en
las ratas control no produjo ningun efecto sobre estas citoquinas.
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Figura 11. La stevia previene la expresion de citoquinas proinflamatorias en el daiio hepatico crémico. Los niveles del factor nuclear
tumoral alpha (TNF-a) (A), de las proteinas la interleucina (IL)-1 beta (B) (B). la IL-6 (C) vy la IL-10 (D) en muestras de tejido hepatico se
determinaron por andlisis de western blot del grupo control, del grupo intoxicado con el tetracloruro de carbono (CCly), stevia + CCl, y ratas
tratadas con la stevia. La Pf-actina se usoé como control. La intensidad de la sefial fue determinada mediante un andlisis de densitometria optica
(DO). Cada barra representa el valor medio + SEM (n = 3). Los valores se expresan como el valor relativo normalizado a los valores del grupo
control (control = 1). (a) indica P <0,05 frente al grupo control; (b) indica P <0,05 frente al grupo con el CCl,.
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6.2.3. La stevia previene la fibrosis inducida por la administracion crénica del CCla.

El aspecto general de los higados a nivel macroscopico y microscopico se puede ver en la
figura 12. El tratamiento crénico con el CCls produjo una fibrosis macronodular que se
previno mediante la administracion de la stevia. Las secciones de higado coloreadas con la
tincién de Masson se muestran en la figura 12A-D. La figura 12B muestra una porcion
representativa del higado de una rata tratada cronicamente con el CCls en la que se detectaron
cantidades sustanciales de colagena (tefiida de color azul grisiceo) alrededor de los noédulos
fibroticos; la distorsion del parénquima es evidente en los higados cirrdticos cuando se
compara con un higado control (Figura 12A). La administracion de la stevia a ratas con
intoxicacion cronica por el CCls evit6 la acumulacion de colagena y la formacion de nédulos
regenerativos (Figura 12C), y la administracion de la stevia a ratas sanas no produjo ningin
efecto (Figura 12D). Con el fin de corroborar los hallazgos histopatoldgicos, se estimo la
concentracion de la HP en muestras de higado para cuantificar la colagena. Como puede
verse en la figura 12E, el tratamiento crénico con el CCls produjo un aumento de 9 veces en
el contenido de colagena, mientras que la administracion de la stevia previno este efecto en
forma parcial pero significativamente. Ademas, el andlisis por western blot de la Col-1a,
mostrd que el tratamiento cronico con el CCls aumento esta proteina y que la stevia previno
significativamente esta elevacion (Figura 12F). El tratamiento con la stevia en las ratas

control no produjo ningun efecto significativo sobre el contenido de la Col-1a hepdtica.
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Figura 12. La stevia previene la fibrosis en el dafio hepatico cronico. El efecto de la stevia sobre la estructura macroscopica y en los cortes histoldgicos
de higado tefiidos con la tincion tricromica de Masson de ratas control (A), las ratas tratadas crénicamente con el tetracloruro de carbono (CCly) (B), las
ratas tratadas con la stevia + CCly (G) y las ratas administradas con la stevia sola (D). El histograma E representa la colagena medida como el contenido
hepatico de hidroxiprolina (HP). Cada barra en el panel E representa el valor medio de los experimentos realizados por duplicado + SEM (n = 8). El panel F
muestra un analisis por la técnica western blot de la proteina colagena 1 alpha (Col-10). La proteina B-actina se us6 como control. La intensidad de la sefial
fue determinada mediante un anélisis de densitometria 6ptica (DO). Los valores se expresan como el valor relativo normalizado a los valores del grupo
control (control = 1). Cada barra representa el valor medio + SEM (n = 3). (a) indica P <0.05 frente al grupo control; (b) indica P <0.05 frente al grupo con
CCl,. Vena central: VC; triada portal: TP; matriz extracelular: MEC.
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6.2.3.1. La stevia previene la fibrosis al bloquear la activacion del TGF-B y de las CEH.

Con el fin de investigar si el efecto antifibrotico del tratamiento con la stevia se debi6 a la
inhibicion del mayor factor profibrogénico, el TGF-B, y/o a la inhibicion de la trans-
diferenciacion de las células productoras de la MEC, las CEH *°, fueron utilizadas las técnicas
de IHC y de western blot (Figura 13). Como se muestra en la figura 13A-D, la IHC se uso
para investigar la presencia del TGF-f1; la figura 13A muestra que se observaron pocas
regiones especificas del TGF-B1 en el grupo control. Por el contrario, la expresion del TGF-
B1 fue mas abundante en el grupo con el CCl4 (Figura 13B) en comparacion con el grupo
control. En particular, el tratamiento con la stevia limito el incremento del TGF-B1 inducido
por el CCl4 (Figura 13C), en comparacion con los animales cirroticos. La figura 13E muestra
el porcentaje de positividad obtenido de tres cortes de higado, en donde puede apreciarse que
los cambios observados en la IHC alcanzan diferencias estadisticamente significativas. Los
resultados se confirmaron mediante western blot (Figura 13F) donde se puede observar que
el CCls indujo un aumento significativo en la proteina TGF-p1, mientras que el tratamiento
con la stevia previno completamente este efecto. El tratamiento con la stevia en las ratas
control no produjo ningun efecto sobre la expresion del TGF-B1. Es bien sabido que el TGF-
B es un fuerte inductor de la transdiferenciacion de las CEH y produce una acumulacion
excesiva de la MEC #°%, Cuando se activan, las CEH expresan la proteina o-SMA, por lo
tanto, esta proteina se utiliza ampliamente para determinar si las CEH se activaron . Las
figuras 10G-J muestra la IHC en cortes de higado tratados con el anticuerpo contra a-SMA.
La expresion de la proteina a-SMA fue més abundante en el grupo tratado con el CCl4 (Figura
13H) en comparacion con el grupo control (Figura 13G). De manera notable, el tratamiento
con la stevia limito la expresion de la proteina a-SMA (Figura 131), en comparacion con los
animales cirroticos. La figura 13K muestra el porcentaje de positividad para la a-SMA,
obtenido a partir de tres cortes de higado, indicando que los efectos observados fueron
estadisticamente significativos. La técnica de western blot de la proteina a-SMA confirmo
que el CCls indujo un aumento significativo en esta proteina, mientras que el tratamiento con
stevia previno completamente este efecto, lo que indica que la stevia es capaz de evitar la
activacion de las CEH, como parte de su mecanismo antifibratico. El tratamiento con la stevia

de las ratas control no produjo ningun efecto sobre la expresion de la a-SMA (Figura 13L).
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Figura 13. La stevia previene el aumento del TGF-f y la activacion de CEH en el dafio hepatico cronico. Los paneles A-D muestran la
inmunohistoquimica del factor de crecimiento tisular beta 1 (TGF-B1) representativa de las ratas control (A), las ratas tratadas crénicamente con el
tetracloruro de carbono (CCly) (B), las ratas tratadas con la stevia + CCly (G) y las ratas administradas con la stevia sola (D). El histograma E representa el
porcentaje de positividad del TGF-B1 obtenido a partir de cortes de inmunohistoquimica. En el panel F se representa los niveles de la proteina TGF-p en
muestras de tejido hepatico determinadas por western blot. Los paneles G-J muestran la inmunohistoquimica representativa de la proteina alpha-actina de
mUsculo liso (a-SMA) de las ratas control (G), las ratas tratadas cronicamente con el CCly (H), las ratas tratadas con la stevia + CCl, (I), y las ratas
administradas con la stevia sola (J). El histograma K representa el porcentaje de positividad de la a-SMA obtenida a partir de cortes de inmunohistoquimica.
El panel L representa el nivel de proteina la a-SMA en muestras de tejido hepatico, el cual se determind por western blot. La intensidad de la sefial fue
determinada mediante un andlisis de densitometria ¢ptica (DO). La B-actina se usé como control. Los valores se expresan como el valor relativo normalizado
a los valores del grupo control (control = 1). Cada barra representa el valor medio + SEM (n = 3). (a) indica P <0,05 frente al grupo control; (b) indica P <0,05
frente al grupo con CCl,. Vena central: VC; triada portal: TP.
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6.2.3.2. La stevia previene la fibrosis al regular negativamente al PDGF, CTGF, MMP2 y
MMP13 y regulando positivamente a la Smad7

Los factores PDGF y CTGF son bien reconocidos por sus potentes efectos pro-proliferativos
y profibrogénicos, respectivamente %2, Ademas, las actividades de las MMP2 y MMP13
conducen a la activacion del TGF-B al escindir al TGF-p de su reservorio en la MEC,
mejorando asi la respuesta profibrogénica %3¢, Interesantemente, la proteina Smad7 ejerce
un efecto inhibitorio sobre la ruta del TGF-B mediante la activacion de la degradacion del
receptor TBRI ¥. Como puede verse en la figura 14A y B, el dafio inducido con la
administracion crénica del CCls aumenta las proteinas PDGF y CTGF mientras que el
tratamiento con la stevia bloquea completamente este efecto.

Las figuras 14D y E muestra que la actividad de la MMP2 y de la proteina MMP13
aumentaron en las ratas cirréticas, mientras que el grupo que recibié la stevia ademas del
CCls mostré niveles normales de las MMP2 y MMP13. La Smad7, una proteina de
retroalimentacion negativa autorreguladora de la sefial del TGFB/Smad, fue regulada
negativamente por el CCly, vale la pena sefialar que la stevia conserva los niveles de esta
proteina inhibidora de la fibrogénesis (Figura 14C). El tratamiento con la stevia en las ratas
control no produjo ningln efecto sobre las proteinas PDGF, CTGF, Smad7, MMP2 o
MMP13.
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Figura 14. La stevia previene el aumento del PDGF, CTGF, Smad7 y MMP2 en el daiio hepatico cronico. Los paneles A-C y E muestran el analisis de
westemn blot del factor de crecimiento denvado de plaquetas (PDGF) (A). el factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF) (B). la Smad7 (C) v 1a
metaloproteasa (MMP)-13 (E) en las muestras de tejido hepatico de las ratas control, las ratas tratadas cronicamente con el tetracloruro de carbono (CCls),
stevia + CCls y stevia sola. La f-actina se uso como control. La actividad de 1a MMP2 se determino mediante zimografia (D). La intensidad de la sefial fue
determinada mediante un analisis de densitometria optica (DO). Cada barra representa el valor medio £ SEM (n = 3). Los valores se expresan como el valor
relativo normmalizado a los valores del grupo control (control = 1). (2) indica P <005 frente al grupocontrol: (b) indica P <0.05 frente al grupo CCls.
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6.2.3.3. La stevia previene la fibrosis mediante el bloqueo de la via no canénica del TGF-B y
regula negativamente a la pSmad3L, pERK y pJNK

La Smad3 normalmente se activa mediante el TGF-p a través de la ruta canonica; sin
embargo, ERK y JNK activan a la Smad3 a través de la fosforilacion en la region ‘linker’
(via no candnica). Esta via permite a la proteina Smad3 inducir la proliferacion de las CEH
y por lo tanto potenciar la sintesis de las proteinas de la MEC 3¢%, Nuestros resultados
muestran que las ratas tratadas cronicamente con el CCls durante 12 semanas presentaron un
aumento significativo en la expresion de las proteinas pSmad3L, pERK y pJNK, en
comparacion con el grupo de las ratas control. De manera notable, la administracion de la

stevia impidio la fosforilacion de la Smad3, via ERK y JNK (Figuras 15A-C).

Ademas, la administracion cronica del CCls aumentd los niveles de la proteina Smad3 y
ERK, mientras que la stevia previno completamente este efecto (Figuras 15D y E); de manera
importante, las relaciones pERK/ERK y pJNK/JNK se incrementaron significativamente por
el CCls y la stevia previno completamente este efecto (Figuras 15H e ). Debido a que tanto
la pSmad3L como la Smad3 aumentaron de forma similar por el CCls, la relacion
pSmad3L/Smad3 no se altero significativamente en este grupo (Figura 15G). El tratamiento

con la stevia de las ratas control no produjo ningln efecto en la via no canonica.
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Figura 15. La stevia evita la fosforilacidn de la Smad3 en la region "linker® al inhibir la activacion de ERK y JNK. Los paneles A-F muestran el
analisis por western blot de la proteina pSmad3L (A), la quinasa regulada por la sefial extracelular fosforilada (pERK) (B), la quinasa: c-Jun N-terminal
fosforilada (pJNK) (C) Smad3 (D) ERK (E) y JNK (F) en las muestras de tejido hepéatico de las ratas control, las tratadas crénicamente con el
tetracloruro de carbono (CC1y), la stevia + CC1,y stevia. La B-actina se usd como control. Los paneles G-l muestran las relaciones de la pSmad3L /
Smad3 (G), pERK/ ERK (H) y pJNK/JNK (I). La intensidad de la sefial fue determinada mediante un analisis de densitometria ptica (DO). Cada barra
representa el valor medio de tres ratas £+ SEM. Los valores se expresan como el valor relativo normalizado a los valores del grupo control (control = 1).
(@) indica P <0,05 frente al grupo control; (b) indica P <0,05 frente al grupo CCl,.
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6.3. La stevia previene el dafio hepético inducido por la TAA.

La tabla 8 muestra la ganancia de peso corporal en las ratas tratadas durante 10 semanas con
la TAA. Las ratas tratadas con la TAA, con o sin tratamiento concomitante con la stevia,
ganaron menos peso que las ratas control. Al final de los tratamientos, se pesaron los higados,
se determiné el peso corporal y se calculd la relacion entre el peso del higado y el peso
corporal (Tabla 8), mientras que el peso del higado permanecid dentro del valor de los grupos
control en todos los grupos, el peso corporal disminuyo significativamente en las ratas
intoxicadas con la TAA y en el grupo de la stevia + TAA. Como resultado, la proporcion del

peso del higado/peso corporal aumentd significativamente en estos grupos (Tabla 8).

Tabla 8. Efecto de la stevia en el peso hepatico, el peso corporal y la relacion del peso

del higado y el peso corporal en el modelo de dafio hepético crénico con la TAA.

Grupo Peso del higado Peso corporal Higado/peso corporal
Control | 1459 + 014 422.88 + 3.00 003 =+ 0.00
TAA 1453 + 035 26213 *+ 341 a 006 =+ 000 a
Stevia+ TAA 1626 + 025 282838 + 266 a 005 =+ 000 a
Stevia 11347 + 069 41000 + 3.85 0.04 + 0.00

La figura 16 muestra que el tratamiento cronico con la TAA produjo fibrosis macronodular
y que el tratamiento con la stevia previno este efecto. EI grupo control no muestra
alteraciones del parénquima hepatico (Figuras 16A y B). Por el contrario, las secciones
hepaticas de las ratas tratadas con la TAA muestran alteracion y pérdida del parénquima
hepatico, necrosis periportal, proliferacion de colangiolar e inflamacién (Figuras 16C y D).
La stevia evito las alteraciones producidas por la TAA en el paréngquima hepatico (Figuras
16E y F). El tratamiento con la stevia en las ratas control no produjo ningun efecto sobre la
histologia hepatica (Figuras 16G y H).

La Figura 161 muestra la ganancia de peso corporal en las ratas tratadas durante 10 semanas
con la TAA. Las ratas tratadas con la TAA, con o sin tratamiento concomitante con la stevia,
ganaron menos peso que las ratas control. La actividad enzimatica sérica de la ALT (Figura
16J) y de la y-GTP (Figura 16K), aumentaron significativamente por la intoxicacion cronica
con la TAA, mientras que el tratamiento con la stevia impidi6 parcial pero significativamente

la elevacidn de estos marcadores de dafio hepatico.



61

La bilirrubina total (Figura 16L) y la directa (Figura 16M) aumentaron varias veces en el
grupo intoxicado con la TAA, el tratamiento con la stevia atenud significativamente la
elevacion de estos marcadores en la lesion hepatica. El glucgeno, que constituye el principal
reservorio de energia del higado, casi se agoto6 en las ratas tratadas con la TAA, pero la stevia
lo conserva parcial pero significativamente (Figura 16N). El tratamiento con la stevia de las

ratas control no produjo ningun efecto sobre los marcadores de dafio hepético estudiados.
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Figura 16. Efecto de lastevia sobre la arquitectura hepatica macroscépicay microscopica en ratas tratadas con la TAA, y los marcadores generales de
dafio hepatico. El aspecto macroscopico y microscépico de los higados en las ratas control, tratadas con la tioacetamida (TAA), stevia + TAA y stevia sola. La
tincién de hematoxilina y eosina en los higados de las ratas control (A, B), las tratadas con la TAA (C, D), las tratadas con la stevia + TAA (E, F) y administradas
con la stevia sola (G, H). El curso temporal de la ganancia de peso corporal durante el experimento (I), la actividad de las enzimas séricas alanino
aminotransferasa (ALT) (J) y gamma glutamil transpeptidasa (y-GTP) (K), y la bilirrubina total (L) y directa (M) en suero, y el contenido de glucdgeno hepético
(N). Cada barra representa el valor medio de los experimentos realizados por duplicado + SEM (n = 8). (a) indica P <0.05 frente al grupo control; (b) indica P
<0.05 frente al grupo de la TAA. Matriz extracelular: MEC; vena central: VC; triada portal: TP.
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6.3.1. La stevia previene el dafio hepatico inducido por la TAA por mecanismos

antioxidantes.

El dafio hepatico inducido por la administracion cronica de la TAA produjo estrés oxidante
como se muestra en la figura 17. Interesantemente, el tratamiento con la TAA redujo
significativamente el Nrf2, lo que lleva a un desequilibrio redox dentro de las células
hepaticas; sin embargo, el tratamiento con la stevia conservo parcial pero significativamente
la expresion de este factor que se encarga de inducir al sistema antioxidante celular endégeno
(Figura 17A). Ademas, los higados de las ratas cirréticas con la TAA mostraron niveles
aumentados de la proteina 4-HNE, pero la stevia fue capaz de prevenir significativamente el
aumento de este indicador de estrés oxidante (Figura 17B). Las ratas tratadas con la TAA
presentaron valores mas bajos de GSH (Figura 17C) y un mayor contenido de GSSG (Figura
17D), como resultado, la relacion GSH/GSSG (Figura 2E) y GSH + GSSG (Figura 17F) se
redujeron significativamente. En particular, la administracion de la stevia impidio
significativamente las alteraciones en el recambio de glutatién producidas por la intoxicacion
cronica con la TAA. La figura 2G muestra que en los higados de las ratas tratadas con la
TAA los niveles de MDA se incrementaron significativamente, y que la stevia previno parcial
pero significativamente esta elevacion. La figura 17H muestra que la TAA disminuyo el
ARNmM de la enzima GPx y que la stevia fue capaz de prevenir significativamente este efecto.
El tratamiento con la stevia en las ratas control no produjo ningan efecto sobre los marcadores

de estrés oxidante estudiados.
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Figura 17. La stevia previene el estrés oxidante en el dafio hepatico crénico al mejorar al Nrf2. Los niveles del factor nuclear de transcripcion (eritroide-2)
relacionado con el factor 2 (Nrf2) (A) y el 4-hidroxi-2,3-nonenal (4-HNE) (B) se evaluaron mediante western blot. La B-actina se us6 como control de carga del
western blot. La intensidad de la sefial fue determinada mediante un andlisis de densitometria 6ptica (DO). Cada barra representa el valor medio + SEM (n = 3). Los
valores se expresan como el valor relativo normalizado a los valores del grupo control (control = 1). Los paneles C-F muestran las determinaciones del glutation
reducido (GSH) (C) y glutation oxidado (GSSG) (D), GSH/GSSG (E) y GSH + GSSG (F), la peroxidacion lipidica (LPO), (G) y el ARNm de la enzima glutatién
peroxidasa (GPXx), cuantificada por gRT-PCR (H) que se determinaron en higados de las ratas control, las ratas tratadas cronicamente con la tioacetamida (TAA),
stevia + TAA, Yy las ratas con la stevia sola. El gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) se utiliz6 como gen control en la qRT-PCR. Cada barra representa

el valor medio de los experimentos realizados por duplicado + SEM (n =8). (a) indica P <0.05 frente al grupo control; (b) indica P <0.05 frente al grupo de la TAA.
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6.3.2. La stevia bloguea la inflamacidn del higado al reqular negativamente al NF-xB v, por

lo tanto, inhibe la cascada proinflamatoria.

Los tejidos hepaticos se embebieron en parafina y se realiz6 la IHC con el anticuerpo contra
NF-kB (p65) para investigar el efecto de la stevia en el dafio hepatico crénico. La figura 18A
indica que se observaron pocas detecciones positivas del antigeno de p65 en el grupo control.
Por el contrario, la expresion del p65 fue significativamente mayor en el grupo con la TAA
(Figura 18B) en relacion con el grupo control. Las muestras de higado de ratas tratadas con
la stevia ademas de la TAA mostraron una regulacion del incremento inducido por la TAA
(Figura 18C). La stevia sola no produjo ningun efecto (Figura 18D). El porcentaje de zonas
positivas obtenidas a partir de tres cortes de higado se muestran en la figura 18E, lo que
indica que los efectos observados tuvieron significacion estadistica, cuando se comparo el
grupo de dafio con la TAA con el grupo que ademas se le administro la stevia. EI analisis por
western blot del p65 (Figura 18F) indica que la TAA aumento significativamente los niveles
de proteina de este factor, mientras que la stevia previno completamente este aumento. El
ARNmM de la IL-1p se muestra en la figura 18G, donde se puede apreciar que este ARNm se
incrementd con el tratamiento cronico con la TAA y que la stevia pudo evitar completamente
este efecto. La proteina IL-1p se evalu6 mediante western blot y se represent6 en la figura
18H. Nuevamente, la intoxicacion por la TAA dio como resultado una regulacion positiva de
esta citoquina proinflamatoria, mientras que el tratamiento con la stevia impidi6
significativamente esta elevacion. También se midieron los niveles de ARNm (Figura 181) y
la proteina del TNF-a (Figura 18J), otro mediador proinflamatorio importante regulado por
el NF-xB. En ambos casos, las ratas cronicamente tratadas con la TAA mostraron un aumento
en el ARNm de TNF-a y la administracion concomitante de stevia previno eficazmente este
efecto. Los niveles de proteina la IL-6 (Figura 18K) y 10 (Figura 18L) fueron evaluados por
western blot. Ambas citoquinas se elevaron por la administracién de la TAA y fueron
atenuadas significativamente por la administracion de la stevia. El tratamiento con la stevia
a las ratas control no produjo ningun efecto sobre el p65 y las citoquinas reguladas por este

factor.



66

IL-6
p65 E |L_1’ G TNF-of I S
° =4 510
[ c
o 25 ; < 10 S
; 20 a g 3 a = 8 a © 8
= S 5 z 6
Control 515 52 g
210 z b E 4 R
[ 5 1 é b T2
: 2, < [1[] % M 5 |l|
8 0T 0 oL 1 =0
o Yo » v 2 N )
< * S O v o o v~ \d & &‘ ?‘ ?~ Q;
NAPAs x& <% QQ& < ) A 0(\\5 (F ] s (0@4 00(\ < & o
A‘\Q’ © N © R QIA'&
TAA (o\?' o_,'& %\Q' 5
' p65 -
= F s IL-1p H S TNF-@ I E iL-10 L
. S3 £ 5 ! a
Stevia = S8 a S10 a °
= = <u
N g2 <6 i FE
TAA g S, ab < 6 g2 ab
= ﬁ 2 ”—I e 4 b 2
S S S
: = E finiNilia
2, %0 I_I 1 ) (1= So
[e] ]
O ) o 2> o N > o >
2 0 O
fa) o Y. oo LolRN) v v 4
ooo‘ AN @ Oo /\V AT e Oo o N o N /\V /\V
X O
Stevia R > > .\Q,
& < Qﬁ &
=) [ [ o

e soum oS NN ; «o- 1t | S 1 0 TNFa—moa IL-10 —zoma

Figura 18. La stevia previene la activacion del factor NF-xB (p65) y la produccion de citoquinas proinflamatorias en la cirrosis inducida por la TAA.
La inmunohistoquimica del factor nuclear kappa B (p65) representativa de los cortes de higado de las ratas control (A), las tratadas con la tioacetamida (TAA)
(B), stevia + TAA (C) y stevia (D). Escala de barras = 50 um. El panel E representa el porcentaje de positividad del p65 obtenido a partir de cortes de
inmunohistoquimica (n = 3). Los niveles de la proteina del p65 (F), la interleucina (IL)-1p (H), el factor de necrosis tumoral alpha (TNF-a) (J), la IL-6 (K) y la
IL-10 (L) en las muestras de tejido hepatico se determinaron mediante western blot. La intensidad de la sefial fue determinada mediante un analisis de
densitometria dptica (DO). La B-actina se usé como control de carga en el western blot (n = 3). Los niveles de ARNmde IL-1B (G) y TNF-a (I) en las muestras
de tejido hepatico se cuantificaron mediante qRT-PCR (n = 8). El gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH) se utilizo como gen control en la qRT-
PCR. Los valores se expresan como el valor relativo normalizado a los valores del grupo control (control = 1) (n = 8). Cada barra representa el valor medio de
tres ratas + SEM. (a) indica P <0.05 frente al grupo control; (b) indica P <0.05 frente al grupo la TAA. Vena central: VC; triada portal: TP.
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6.3.3. La stevia previene la fibrosis hepéatica producida por la administracién crénica de la
TAA mediante la modulacién de la IL-17A.

Posiblemente, la caracteristica mas importante y prominente del dafio hepatico crénico es la

fibrosis que finalmente conduce a la cirrosis e incluso al carcinoma hepatocelular. En
consecuencia, la fibrosis se evalué6 mediante la tincion tricromica de cortes de higado,
midiendo el contenido de la HP y mediante western blot se cuantifico la proteina Col-1o en
muestras de higado (Figura 19).

En las figuras 19C y D puede verse una porcion representativa del higado de las ratas tratadas
con la TAA en la que se detectaron cantidades sustanciales de colagena alrededor de los
nodulos fibréticos. La administracion de la stevia a ratas tratadas con TAA dio como
resultado una cantidad disminuida de la deposicion de la MEC (Figuras 19E y F), y la stevia
sola no produjo ningan efecto (Figuras 19G y H).

El porcentaje de zonas fibréticas positivas obtenidas a partir de tres cortes de higado se
muestra en la figura 191 e indica que la fibrosis producida por la administracion de la TAA
alcanza significancia estadistica cuando se compara con el grupo control, y que cuando se
administr6 como tratamiento la stevia se previno la acumulacién de la MEC. Como se
muestra en la figura 19J, el tratamiento cronico con la TAA produjo un aumento de 6 veces
en el contenido de colagena, segun lo evaluado por el contenido de HP, mientras que la
administracion de la stevia previno este efecto en parte, pero de manera significativa. De
acuerdo con el analisis mediante western blot de la Col-1a, se mostré que el tratamiento
cronico con la TAA aumentd el contenido de esta proteina, y la stevia previno
significativamente este efecto (Figura 19K). La citoquina profibrogénica, IL-17A, que
estimula directamente la activacion de las CEH y la sintesis de colagena °, se muestra en la
figura 19L, donde se puede observar que las ratas cirréticas mostraron valores aumentados

de esta proteina y que la stevia fue capaz de prevenir esta elevacion.
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Figura 19. La stevia previene la deposicion de la MEC en ratas cronicamente tratadas con la TAA. El efecto de la stevia con la tincion
tricromica de Masson en los higados de las ratas control (A), las ratas tratadas con la tioacetamida (TAA) (B), las ratas tratadas con la stevia + TAA
(C) y las ratas administradas con la stevia sola (D). El area de fibrosis obtenida a partir de las histologias (200 um) se representa en el panel I (n =
3). El histograma J representa la colagena medida como el contenido hepético de la hidroxiprolina (HP) (n = 8). Se muestran los analisis por western
blot de las proteinas la colagéna 1 alpha (Col-1a) (K)y la interleucina (IL)-17A (L). La intensidad de la sefial fue determinada mediante un analisis
de densitometria 6ptica (DO). La B-actina se usé como control (n = 3). Los valores se expresan como el valor relativo normalizado a los valores del
grupo control (control = 1). Cada barra representa el valor medio de los experimentos realizados por duplicado + SEM. (a) indica P <0.05 frente al

grupo control; (b) indica P <0.05 frente al grupo la TAA. Vena central: VC; triada portal: TP; matriz extracelular: MEC.
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6.3.4. La stevia requla negativamente los factores profibrogénicos TGF-B1, CTGF y PDGF,

aumenta la proteina Smad7 v previene la activacion de las CEH.

El TGF-B es considerado uno de los factores profibrogénicos mas importantes que inducen
la transdiferenciacion de las CEH quiescentes a una maquina de produccion de la MEC 2,
Por lo tanto, se piensa que las estrategias terapéuticas para bloquear este factor para evitar la
activacion de las CEH son el tratamiento antifibrético méas efectivo . La figura 20 representa
el andlisis de la IHC del TGF-B1, en el que se observaron pocas detecciones especificas del
antigeno de TGF-B1 en el grupo control (Figura 20A). Por el contrario, la expresion del TGF-
B1 fue significativamente mayor en el grupo intoxicado con la TAA (Figura 20B) en relacion
con el grupo control. El tratamiento con la stevia méas la TAA mostrd una regulacion a la baja
del TGF-B1 (Figura 20C). El porcentaje de zonas positivas obtenidas a partir de tres cortes
de higado se muestra en la figura 20E, lo que indica que los efectos observados en la
intoxicacion con la TAA alcanzaron significacion estadistica con respecto al control; por el
contrario, al administrar concomitantemente la stevia se previno la deteccién positiva de este
factor. Este resultado fue confirmado por técnicas de western blot del TGF-B1 (Figura 20F),
donde la TAA aumento significativamente los niveles de proteina de este factor, mientras
que la stevia impidi6 significativamente este aumento por la administracion cronica de la
TAA. La figura 201 representa el andlisis de la IHC de la proteina a-SMA, en el que se
observaron pocas detecciones de las CEH activadas en el grupo control. Sin embargo, la
expresion de la proteina a-SMA fue significativamente mayor en el grupo de la TAA (Figura
20J) en relacién con el grupo control. Notablemente, el tratamiento con stevia previno la
transdiferenciacion de las CEH observada en el grupo intoxicado (Figura 20K). La
administracion de la stevia por si sola no produjo ningun efecto (Figura 20L). El porcentaje
de zonas positivas obtenidas a partir de 3 cortes de higado se muestra en la figura 20M,
indicando que la intoxicacion con la TAA aumentd significativamente la deteccion de la
proteina a-SMA, mientras que el tratamiento con la stevia en el dafio con la TAA limita

significativamente la presencia de esta proteina.

La figura 20N muestra el qRT-PCR de la a-SMA, en donde se observo que el ARNm de esta
proteina se incrementd mediante el tratamiento cronico con la TAA y que la stevia previno
eficazmente este efecto. EI western blot de la proteina a-SMA (Figura 200) mostr6 un
resultado similar a la IHC y a la qRT-PCR (Figura 20N), donde la TAA aumentd
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significativamente los niveles de esta proteina, mientras que la stevia impidio
significativamente este aumento. Por otro lado, los niveles de la proteina CTGF fueron
evaluados por western blot y presentados en la figura 20G. De nuevo, la intoxicacion con la
TAA dio como resultado una regulacion positiva de este factor profibrogénico, mientras que
el tratamiento con stevia impidio significativamente esta elevacion. El factor proliferativo
PDGF también se increment6 por la administracion de la TAA y el tratamiento concomitante
con la stevia previno esta elevacion (Figura 20H). Por el contrario, la Smad7 ejerce un efecto
inhibitorio sobre la ruta del TGF-B1. Prominentemente, la administracion cronica de la TAA
redujo los niveles de proteina de esta molécula inhibidora, mientras que el tratamiento con la
stevia a ratas intoxicadas con la TAA conservd completamente los valores normales (Figura
20P). El tratamiento con la stevia en las ratas control no produjo ningin efecto sobre estos

factores profibrogénicos y proliferativos.
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Figura 20. La stevia evita la sobreexpresion del TGF-B y la activacion de las CEH en la cirrosis |ndUC|da por la TAA. Se muestra la inmunohistoquimica (IHC) del
factor de crecimiento tisular B (T GF-B) representativa de las ratas control (A), las ratas tratadas con la tioacetamida (TAA) (B), las ratas tratadas con stevia + TAA (C) y las
ratas a las que se les administré la stevia sola (D). El histograma E representa el porcentaje de positividad del TGF-f obtenido a partir de la IHC. Los niveles de las proteinas
TGF-B (F), del factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF) (G) y del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) (H) en las muestras de tejido hepatico se
determinaron por el anlisis de western blot. Se muestra la IHC de la proteina alpha-actina de masculo liso (a-SMA) representativa de las ratas control (1), las ratas tratadas
con la TAA (J), las ratas tratadas con la stevia + TAA (K) y las ratas a las que se administré la stevia sola (L). La B-actina se usé como control de carga en el western blot (n
=3). El histograma M representa el porcentaje de positividad de la a-SMA obtenido a partir de la inmunohistoquimica (n = 3). La intensidad de la sefial fue determinada
mediante un andlisis de densitometria 6ptica (DO). EI ARNm de la a-SMA cuantificado por gRT-PCR se muestra en el panel N (n = 8). El glutaraldehido 3 fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) se utiliz6 como gen controlen la qRT-PCR. Los paneles Oy P muestran el nivel de las proteinas a-SMA y Smad7 en muestras de tejido hepatico
determinadas mediante western blot. La intensidad de la sefial fue determinada mediante un analisis densitométrico (n = 3). Cada barra representa el valor medio de tres
ratas + SEM. Los valores se expresan como el valor relativo normalizado a los valores del grupo control (control = 1). (a) indica P <0.05 frente al grupo control; (b) indica P
<0.05 frente al grupo de la TAA. Vena central: VC; triada portal: TP.
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6.3.5. La stevia requla negativamente a las MMP y TIMP-1.

Las MMP juegan un papel importante en la deposicion y degradacion de la MEC ', Las
figuras 21A y 21B muestran la actividad de las enzimas MMP9 y MMP2, respectivamente,
evaluadas por zimografia (Figura 21C). En ambos casos, la actividad se incrementd mediante
el tratamiento con la TAA, mientras que la stevia bloqued significativamente este efecto. Los
niveles de la proteina MMP13 fueron investigados por western blot y presentados en la figura
21D, donde se puede observar que las ratas cirroticas presentaron una elevacion de siete veces
de esta proteina y que la stevia preserva parcial pero significativamente a los valores control
a esta MMP. Los niveles de la proteina del TIMP-1 fueron elevados en ratas tratadas con
TAA, pero la stevia pudo evitar este efecto (Figura 21E). El tratamiento con la stevia en las

ratas control no produjo ningun efecto sobre las MMP o el TIMP-1.
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Figura 21. La stevia modula la expresion y la actividad de las metaloproteasas en los higados de las ratas tratadas con la TAA. Las actividades de las
metaloproteasa (MMP)9 (A) y MMP2 (B) se determinaron mediante zimografia (C). Se evaluaron mediante western blot la proteina MMP13 (D) y la proteina
inhibidora de las metaloproteasa (TIMP)-1 (E) en muestras de tejido hepatico de las ratas control, las tratadas con la tioacetamida (TAA), TAA + stevia y stevia.
La intensidad de la sefial fue determinada mediante un analisis de densitometria 6ptica (DO). La B-actina se usé como control. Los valores se expresan como el
valor relativo normalizado a los valores del grupo control (control = 1). Cada barra representa el valor medio + SEM (n = 3). (a) indica P <0.05 frente al grupo
control; (b) indica P <0.05 frente al grupo con la TAA.
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6.3.6. La stevia bloquea la activacién de las proteinas pERK, pJNK v pp38 v, por lo tanto, la

fosforilacion de la pSmad3L.

La Smad3 puede ser fosforilada por las MAPK en la region ‘linker’ activando una molécula
muy profibrogénica llamada pSmad3L que induce la proliferacion de las CEH vy la sintesis
de la MEC *%, Se encontr6 que las ratas tratadas con la TAA mostraron un aumento
significativo en la expresion de la proteina pSmad3L, pERK, pp38 y pJNK, en comparacion
con el grupo control (Figura 22). Interesantemente, la administracion de la stevia previno la
fosforilacion de la Smad3 (Figura 22A), INK (Figura 22D), p38 (Figura 22G) y ERK (Figura
22J). Ademaés, la administracion cronica de la TAA aumento los niveles de la proteina Smad3
y ERK, mientras que la stevia previno completamente este efecto (Figuras 22B y K). Es
importante destacar que pJNK/INK, pp38/p38 y pERK/ERK vy las relaciones se
incrementaron significativamente por la TAA, y la stevia previno completamente este efecto
(Figuras 22F, 221 y 22L). Debido a que tanto la pSmad3L como la Smad3 se incrementaron
de manera similar por la TAA, la relacién pSmad3L/Smad3 no se alterd significativamente
en este grupo (Figura 22C). El tratamiento con la stevia de las ratas control no produjo ningun

efecto en la via no candnica de la Smad3.
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Figura 22. La stevia evita la fosforilacion de la proteina Smad3 en la region ‘linker' al inhibir la activacion de las proteinas INK, p38 y ERK. Se muestra el analisis
western blot de las proteinas pSmad3L (A), Smad3 (B), la quinasa c-Jun-N terminal fosforilada (pJNK) (D), JNK (E), pp38 (G), p38 (H), la quinasa regulada por la sefial
extracelular fosforilada) (pERK) (J)y ERK (K)en las muestras de tejido hepatico del grupo control, el grupo intoxicado con la TAA, TAA + stevia y las ratas tratadas con
la stevia sola. La proteina p-actina se usé como control. Se muestran las relaciones de la pSmad3L / Smad3 (C), pJNK / JNK (F), pp38/ p38 (I) y pERK / ERK (L). La
intensidad de la sefial fue determinada mediante un andlisis de densitometria dptica (DO). Cada barra representa el valor medio + SEM (n = 3). Los valores se expresan
como el valor relativo normalizado a los valores del grupo control (control = 1). (a) indica P <0.05 frente al grupo control; (b) indica P <0.05 frente al grupo de la TAA.
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7. DISCUSION

Debido a la localizacion anatémica y al papel que juega en la desintoxicacion de los
xenobioticos, el higado es uno de los 6rganos méas susceptibles de ser atacado por diversos
agentes, por lo que, la realizacion de sus funciones puede verse comprometida. EI 45 % de
las muertes en el mundo son debidas a enfermedades cronicas fibroproliferativas 1. De
acuerdo con la OMS, en 2015, la cirrosis hepética fue la decimoséptima causa de muerte en
el mundo. Las proyecciones de la OMS al 2030 sefialan que la cirrosis y el cancer de higado
claramente continuaran aumentando como causas de muerte *. La cirrosis es un problema de
salud importante en todo el mundo no solo por su alta prevalencia sino también por la falta
de tratamientos efectivos “3. Asimismo, los escasos tratamientos resultan costosos e
inaccesibles en la mayoria de los paises del mundo. Por lo tanto, el desarrollar nuevas
herramientas terapéuticas que prevengan esta afeccidn es de gran importancia, por lo que el
objetivo de esta investigacion fue evaluar un posible tratamiento para la cirrosis en modelos
animales que comparten algunas caracteristicas con la enfermedad en el humano 12, con el
fin de contribuir, y eventualmente desarrollar un nuevo tratamiento para el dafio al higado,
asi como caracterizar sus mecanismos de accién. La stevia es una planta originaria de
Paraguay que contiene compuestos bioactivos, como son los glicosidos de esteviol, siendo el
STV y RBD A los que se encuentran en mayor proporcion °. Estos edulcorantes de la stevia
son los Unicos en tener un indice glucémico cero y cero calorias, y fueron reconocidos por la
FDA como GRAS '°. Existen algunos estudios que sugieren el potencial antioxidante y
antiinflamatorio de la stevia, de sus extractos y/o de sus componentes aislados 48515354, Sin
embargo, en cuanto al efecto antifibrético de la stevia no existen estudios. Estudios in vivo
solo reportan que las hojas de la stevia previnieron la elevacion de las actividades de las
enzimas hepéticas ALT y AST cuando se indujo dafio en ratas mediante la administracion
cronica de hepatotoxicos como la TAA #°57. Sin embargo, estos estudios marcaron la pauta
para el desarrollo de esta investigacion.

En principio, como un estudio piloto para investigar si la stevia pudiese ser un
tratamiento potencial para las enfermedades hepaticas se llevd a cabo un experimento sobre
el dafio hepatico agudo inducido por una dosis alta de CCls. Una vez obtenidos resultados
prometedores se indujo dafio hepatico mediante la administracién cronicadel CClay la TAA,

estos agentes de dafio inducen en el higado fibrosis centrolobulillar que se asemeja en gran
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medida a la cirrosis humana % y en adicion tienen una excelente reproducibilidad. Sin
embargo, en el modelo con el CCls, una vez cesadas las administraciones, se reestablece la
funcionalidad del 6rgano, mientras que la TAA muestra una latencia mas larga entre la
exposicion al hepatotoxico y el desarrollo de la lesion hepéatica. Ademas, la TAA conduce a
procesos inflamatorios y fibroticos mas exacerbados que el CCly 1315102103 por |o tanto,
representa un reto mayor para los potenciales farmacos. Por lo que se realiz6 primero el
modelo cronico con el CCls y posteriormente se comprobaron los efectos de la stevia en el
dafo hepatico por la TAA.

En esta investigacion, tanto las ratas cronicamente tratadas con el CCls como las ratas tratadas
con la TAA mostraron similitudes cualitativas y diferencias cuantitativas. Los hepatotdxicos
elevaron significativamente los parametros de dafio hepatico con respecto al control, siendo
el grupo de la TAA el que mostr6 el dafio mas contundente y severo, efectos que son
compatibles con lo reportado en la literatura 315192103 En contraste, la stevia tuvo un efecto
protector cuando se indujo el dafio en ratas durante 12 semanas con el CCls o cuando se
indujo el dafio con la administracion de la TAA por 10 semanas. Las determinaciones
bioquimicas, histoldgicas y moleculares mostraron los efectos protectores de la stevia. Se
encontrd, por primera vez, que la stevia previene la cirrosis hepatica experimental inducida
en ratas. Ademas, se describieron varios mecanismos de accion, que incluyen la modulacion
de las vias antioxidante, antiinflamatoria y antifibrotica. Las elevadas concentraciones
plasmaticas de bilirrubina son marcadores especificos de la lesion hepatica grave ya que
proporcionan informacion sobre la captacién, la conjugacion y la excrecion del higado, por
lo tanto, de la funcionalidad hepatica %1%, Los posibles efectos benéficos de la stevia se
observaron en los marcadores de dafio hepatico més utilizados (ALT, y-GTP, FA, bilirrubina
y glucdgeno). Los efectos antioxidantes de la stevia se asociaron con su capacidad para
inducir al factor Nrf2, mejorando asi la maquinaria antioxidante enddgena de la célula, lo
que permitié protegerla de los incrementos de la LPO y 4-HNE, dos marcadores importantes
de estrés oxidante en las membranas 1%; la stevia también tuvo la capacidad de mantener en
niveles control al GSH hepatico, este Ultimo es un indicador del estrés oxidante en el
citoplasma 1%, mejorando asi el equilibrio del GSH / GSSG. Ademas, cuando se indujo el
dafio hepatico en las ratas intoxicadas, la stevia fue capaz de preservar los niveles normales

del factor Nrf2, lo que puede explicar que algunas enzimas antioxidantes como la GPx, cuya
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sintesis es regulada por este factor, haya mostrado niveles control. Las propiedades
antiinflamatorias se evidenciaron por la capacidad de las hojas de stevia para bloquear al
factor NF-«kB, principal factor de la respuesta proinflamatoria 8, y en consecuencia, las
citoquinas proinflamatorias, tales como el TNF-q, la IL-1, la IL-6, la IL-10 y la IL-17A, se
regularon negativamente. En particular, la stevia puede ser una herramienta terapéutica con
posibles efectos a diversos niveles celulares para prevenir la cirrosis experimental. La
actividad antifibrética de la planta de la stevia fue ampliamente demostrada en este trabajo,
y el mecanismo de accion fue profundamente analizado; la stevia evito la deposicion de la
colagena segun lo evaluado por el contenido de hidroxiprolina, el analisis histoldgico y por
la técnica de western blot de la proteina Col-1a. El mecanismo antifibrotico de la stevia
también podria ser debido a que evit6 la propagacion de la sefial profibrogénica de los
factores CTGF y PDGF, las vias de sefializacién rio abajo de la ruta canonica del TGF-$;
ademas, la planta modulo la actividad de las MMP y sus inhibidores. Al evitar la elevacion
de las MMP, la stevia evitd la liberacion de las citoquinas fibrogénicas que se encuentran de
reservorio en la MEC. Conjuntamente, se observd que la stevia protege al higado de la
fibrosis al regular negativamente la via no canonica del TGF-B. La administracion de las
hojas de la planta evitd la activacion de las MAPK, lo que impidié la fosforilacion de la
Smad3 en la region ‘linker’, evitando asi la formacion de la molécula Smad mas
profibrogénica, pSmad3L341%, Ademas, se encontré que la molécula inhibitoria de la via de
sefializacion del TGF-B, la Smad7 %, se redujo por la intoxicacion de los hepatotoxicos y que
la stevia fue capaz de prevenir este efecto. En consecuencia, las CEH no se activaron en
presencia de la stevia, y como resultado, se previno la fibrosis. A continuacién, se discuten a

profundidad los efectos de la stevia en las vias de sefializacion.

7.1. La stevia previene la lesién hepatica experimental cronica al preservar el sistema
antioxidante enddgeno de la célula: Nrf2,

La produccion incontrolada de los radicales libres induce estrés oxidante que deteriora las
funciones celulares lo que conduce a la muerte celular 1%, Los radicales libres se han visto
implicados en el envejecimiento y la etiologia de numerosas enfermedades, incluidas la
aterosclerosis, la diabetes, el cancer y la neurodegeneracion 811914 En cuanto a las
enfermedades hepaticas es sabido que los altos niveles de las ROS juegan un papel

importante en el establecimiento, el desarrollo y la perpetuacion del dafio en el higado 1282115,
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Las ROS pueden generar efectos tdxicos tales como la LPO, la destruccion de las membranas
celulares, la inactivacion enzimética, la formacion de aductos en proteinas, necrosis,
apoptosis y mutaciones al ADN por moléculas sefial como el 4-HNE, y como se mencion6
anteriormente, el higado es uno de los principales 6rganos atacados por las ROS 1 116117 F|
4-HNE es un lipido reactivo mas toxico que el MDA. El 4-HNE participa directamente en la
activacion de las CK y en el dafio a los hepatocitos, ademas actla como segundo mensajero
de las ROS, promoviendo la perpetuacion del dafio 8118120,

Por lo tanto, se investigd si los efectos protectores de la stevia estaban asociados con su
actividad antioxidante. En la Tabla 1 se muestra un resumen de los compuestos mas
abundantes presentes en las hojas de la stevia. Se sabe que algunos compuestos, como los
flavonoides, poseen importantes propiedades antioxidantes *21122; sin embargo, constituyen
solo un pequefio porcentaje de los componentes activos de las hojas de la stevia. Quizas los
componentes activos mas abundantes de la stevia son el STV y el RBD A, que poseen solo
una capacidad limitada para la neutralizacion de los radicales libres segtn lo determinado
por la prueba de DPPH (datos no mostrados). En contraste, es importante mencionar que el
tratamiento con la stevia en los animales intoxicados dio como resultado la prevencion de los
marcadores de estrés oxidante tales como MDA, 4-HNE, GSH y GPx. Estos resultados son
similares a los reportados por dos grupos de investigadores, quienes encontraron que el
extracto acuoso de la stevia limitaba la peroxidacion de los ®-3 y ®-6 en las membranas
plasmaticas en ratas diabéticas %1%,

Cuando las células se someten al estrés oxidante responden con una expresion rapida y
coordinada de genes antioxidantes a través de interacciones con el elemento de respuesta
antioxidante (ARE) para protegerse a si mismas. Sin embargo, la capacidad antioxidante de
la célula es rapidamente superada cuando el efecto del agente agresor se presenta de forma
subita o es mantenido durante un largo periodo. La regulacion en la expresion de los genes
antioxidantes que contienen ARE esta dada principalmente por el Nrf2 124125 E[ higado posee
una alta actividad metabdlica; por lo tanto, las funciones protectoras del Nrf2 en la
patogénesis de la enfermedad hepatica han sido ampliamente estudiadas 7%,

Estos antecedentes llevaron a investigar si las hojas de la stevia podrian inducir la expresion
del Nrf2, un regulador clave en la via de sefializacion redox del higado que se encuentra

presente tanto en los hepatocitos, como en las CEH y en las CK 8115
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110 El tratamiento crénico con los hepatotdxicos dio como resultado una disminucion
proteica del Nrf2 hepéatico. En particular, se observo por primera vez que la stevia evitd
eficazmente la regulacion a la baja de este factor antioxidante en el dafio al higado. Estos
hallazgos sugieren que probablemente los glucosidos de la stevia, particularmente el STV y
el RBD A, pudiesen estar participando, ya que de acuerdo con lo reportado en la literatura se
tiene que la stevia mejora el sistema antioxidante y neutraliza a las ROS °°°, ademas existen
estudios que muestran que el RBD A, glucésido presente en la stevia, promueve la union del
Nrf2 con ARE, limitando el dafio oxidante a las células >*?". Por lo que, siendo la via del
Nrf2 un sistema citoprotector enddégeno complejo que puede reducir los niveles de los
metabolitos reactivos por la induccion de la expresion de las enzimas antioxidantes, mediante
el ARE 19127128 ag razonable especular que la stevia podria inducir la preservacion de los
niveles del Nrf2 en el higado, promoviendo asi la sintesis de GSH y de las enzimas
antioxidantes como la GPx para combatir el estrés oxidante. De este modo se evitd la
propagacién de la oxidacién de los lipidos y de las proteinas via 4-HNE. Por lo que la stevia
proporciona proteccion contra el dafio hepatico al regular el equilibrio redox de la célula.

Ademas, se ha sugerido que el estrés oxidante pudiese tener un papel en la activacion de las
CEH. Las ROS producidas por el dafio proporcionan sefiales de activacidn paracrina para
inducir la transdiferenciacién, la proliferacion y la migracion de las CEH, y la produccion de
las proteinas de la MEC 12913 Por o tanto, es probable que estas acciones antioxidantes
proporcionadas por la stevia contribuyan a la prevencion de la activacion de las CEH, dando

como resultado la prevencion de la fibrosis.

7.2. La stevia previene la lesion hepatica experimental al bloquear la cascada
proinflamatoria regulada por el NF-kB.

El NF-kB es una familia de factores de transcripcion que regulan los genes implicados en los
procesos de inflamacion, inmunidad y respuesta de la fase aguda, proliferacion,
supervivencia y apoptosis &1%134 | a inflamacién es un mecanismo central en la progresién
de laenfermedad hepatica. Las CK son activadas por el agente agresor y en respuesta secretan
una amplia cascada de proteinas inflamatorias **. EI NF-xB es, sin duda, el director de
orquesta en la respuesta inflamatoria 8136137 Este factor es un sensor del estrés oxidante en

la célula, por lo que el aumento en la generacion de las ROS en la mitocondria promueve su
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activacion 1% también puede ser activado por el incremento de H20; y del 4-HNE 6. El
p65 es una de las formas més activas y uno de los miembros mas prevalentes de la familia
del NF-xB, y requiere para su activacion de la fosforilacion del 1B, su inhibidor **°. La
activacion del p65, el sensor del estrés oxidante, promueve un coordinado aumento en la
expresion génica del IL-1, la IL-6 y el TNF-a, los cuales estan estrechamente relacionados
con la inflamacion %0, La activacion directa del NF-xB por medio de la produccion de las
ROS lleva a la estimulacion de IL-1p y TNF-a, que podria conducir a la activacion de dicho
factor 141143, Este tipo de circuito de autorregulacion positiva puede amplificar y perpetuar
las respuestas inflamatorias por lo que la accion prolongada e incontrolada de estas proteinas
es muy dafina ®. Diversos estudios sugieren que en la patogénesis de las enfermedades
hepaticas, la via de sefializacion del NF-kB promueve la necrosis y la apoptosis, mediante la
activacion de TNF-o, IL-6 y IL-1p 80, Algunas investigaciones in vitro han demostrado que
algunos extractos de la stevia, el esteviol y el STV impiden la activacion del NF-«xB, al evitar
la activacion de las CK y/o al promover directamente la produccion de su componente
inhibitorio IkB, reprimiendo asi la migracion de este factor al nucleo, y por lo tanto, evita la
promocion de genes proinflamatorios como TNF-a, IL-1p, IL-6 y IL-17A 5461271447146 De
acuerdo con la evidencia reunida por IHC y western blot del presente estudio, se demostro
que la cantidad del NF-xB se multiplico varias veces en los higados cirréticos y que la stevia
previno eficaz y completamente este efecto. En esta investigacion, las hojas de la stevia
previnieron la necrosis y la colestasis al impedir el desarrollo de la cascada inflamatoria a
través de la via del NF-kB. Por lo que se puede sugerir que el efecto antiinflamatorio de la
stevia es debido al aumento en la produccion de IkB y a la disminucion del grado de LPO,
evitando asi la progresion de la fibrosis, ya que al inhibir al factor NF-xB se promueve la
expresion del pseudo receptor a TGF-B1, BAMBI, evitando el progreso de la sefal
fibrogénica v, la activacion y supervivencia de las CEH 7. Por otra parte, se estudio a la
proteina IL-17A, ya que esta citoquina puede inducir la activacion del NF-kB asi como la
expresion de la proteina Col-1 101148149 Nyestros resultados indican que las propiedades
benéficas de la stevia estan fuertemente asociadas con la capacidad de la planta para inhibir
la actividad del NF-xB y de prevenir un aumento de la IL-17A, lo que conduce a la regulacion
a la baja de los principales mediadores proinflamatorios. Ademas, en la literatura cientifica

existe evidencia emergente que apoya una interaccion funcional entre las vias de los factores
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Nrf2 y NF-kB, lo que contribuye a la generacion de una complejidad adicional en la
regulacion del comportamiento celular. EI NF-kB directamente reprime la sefializacion del
Nrf2 ¥*°, lo que resulta en una tasa de supervivencia elevada de las CEH activadas y conduce
a la produccion elevada de la MEC 8, Por lo que consideramos que el mecanismo de accion
de la stevia en la regulacion a la baja del NF-xB en el dafio hepatico crénico podria ser
mediante la inhibicion directa de este factor, al promover su proteina inhibitoria IkB y/o los
efectos antioxidantes de la planta. Ya que, al evitar la propagacion del estrés oxidante se
previene la via proinflamatoria del p65. Por lo tanto, la stevia limita la propagacién de la
sefial del NF-kB y evita el desarrollo de una cascada proinflamatoria fortalecida y, a su vez,
previene la fibrosis, por consiguiente, preserva la estructura y funcion del parénquima
hepético. En conclusion, nuestros hallazgos sugieren que el tratamiento con la stevia puede

conducir a la inmunomodulacion celular por diferentes flancos.

7.3. La stevia previene la fibrosis hepatica al limitar la activacion, proliferacion y
migracion de las CEH.

Como se menciond anteriormente, el estrés oxidante conduce a la necrosis, principalmente
mediante la activacion del NF-xB, y la necrosis cronica puede conducir a la fibrosis %152,
Por lo tanto, la prevencidn del estrés oxidante y la necrosis proporcionada por el tratamiento
con la stevia puede contribuir de manera indirecta al efecto antifibrético de la stevia.
Asimismo, en este trabajo, se observd los posibles efectos antifibroticos directos de esta
planta, incluyendo sus acciones sobre la actividad de las MMP, la regulacidn a la baja de las
vias del TGF-p candnicay no canonica, y la conservacion de la proteina antifibrética, Smad7.
Estos efectos se discuten a continuacion.

7.3.1. La stevia inhibe la activacion y proliferacion de las CEH bloqueando directamente al
TGF-B y/o a sus vias efectoras CTGF y PDGF.

Como anteriormente fue sefialado, una abundante evidencia indica que el TGF-f induce la

activacion de las CEH 491153156 | g activacion de las CEH esta ahora bien establecida como
un conductor central de la fibrosis en la lesion hepatica experimental y humana 23941, E|
TGF-B es en principio secretado por las CK activadas. Interesantemente, los hepatocitos
parecen absorber y almacenar cantidades significativas de TGF- latente en el citoplasma.
Este factor puede activarse y estar disponible tras la induccion del dafio y ejercer su efecto

profibrogénico en las CEH, primero de forma paracrina y posteriormente por sefializacion



83

autocrina 1%, Las CEH comienzan a secretar este factor e inducen la sintesis de Col-1 y otros
componentes de la MEC **’. Asimismo, el TGF-B promueve la proliferacion y supervivencia
de las CEH al activar un complejo llamado AP-1, sinergizando y promoviendo la via del
TGF-B %8, El descubrimiento de compuestos capaces de prevenir la activacion de las CEH
pudiesen conducir a terapias efectivas para contrarrestar la cirrosis hepatica **°. En este
estudio, se encontr6 que las ratas intoxicadas exhibieron un aumento dramatico en la
activacion de las CEH, segun lo determinado por la expresion de la proteina a-SMA. Es de
destacar que el tratamiento con stevia previno la transdiferenciacion de las CEH bloqueando
al TGF-pl. Para explorar mas a fondo este fenomeno, se estudidé otras proteinas
profibrogénicas que estan involucradas en la activacion de las CEH. La sefial del TGF-f se
amplifica rio abajo por el CTGF, una citoquina fibrogénica muy potente, que esta
predominantemente presente en las CEH y en los hepatocitos, esta molécula robustece la
fibrogénesis de manera dependiente del TGF-3, mejorando la union del TGF-p a su receptor
4152155159160 o de manera independiente por medio de moléculas como la fibronectina y la
Col-1 contribuyendo asi a la produccion de la MEC !, La sefial del CTGF también puede
ser regulada a la alza por el NF-«xB %2, EI CTGF es una proteina secretada por la MEC con
una biologia muy compleja. Se ha demostrado que modula muchas vias de sefializacion que
conducen a la adhesion y la migracién celular, la angiogénesis, la activacion, la proliferacién
y la supervivencia de las CEH y a la deposicion de la MEC, que en conjunto lo coloca como
el mediador central de la fibrosis 139152163184 por otro lado, es bien sabido que el PDGF, es
un mitdgeno critico en la activacion y es el inductor mas potente de la proliferacion de las
CEH 12183 por consiguiente desempefia un papel importante en la estimulacion de la
supervivencia y migracion de las CEH durante la patogénesis de enfermedades fibréticas
163165 De hecho, se ha observado que el agotamiento genético de su receptor, PDGFRP, en
las CEH disminuye la lesion y la fibrosis en los modelos in vivo . A este respecto, es
importante sefialar que, si bien la intoxicacion de las ratas indujo la expresion de los factores
CTGF y PDGF, el tratamiento con la stevia notablemente inhibio la activacion, la
proliferacion y migracion de las CEH, en parte por la disminucién de los niveles de CTGF y
de PDGF. Por lo tanto, la evidencia en este estudio sugiere fuertemente que las propiedades
antifibroticas de la stevia estan asociadas, al menos en parte, con la regulaciéon negativa de
los factores TGF-1, PDGF y CTGF.
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7.3.2. La stevia previene la activacion de las CEH al preservar en valores control a las MMP.

Previamente se ha reportado que el higado cirrético produce mayores cantidades de MMP
167-111 Estas enzimas liberan al TGF- de 1a MEC, promoviendo asi la fibrosis y por lo tanto,
a la cirrosis 4393

Las MMP requieren para su transcripcion a el NF-xB, la IL-1 y la IL-6 %2, La MMP13
ademas de ser un acelerador de la fibrogénesis, es la principal responsable de la activacion
del CTGF, que como se mencion6 induce la fibrogénesis hepatica 2. Por otro lado, las altas
actividades proteoliticas de las MMP2 y 9 promueven la disociacion de la IL-1p y el TNF-a
de la MEC, lo que conduce a la exacerbacion del proceso inflamatorio. Asimismo, estas
gelatinasas juegan un papel muy importante en el proceso de activacion del TGF-B 1%, Por
otra parte, el TNF-a regula al alza a las TIMP-1 17, que a su vez, se asocia con la activacion
de las CEH 90174 Ademas, la activacion de la IL-17A por medio de la IL-6 0 el 4-HNE,
puede aumentar la actividad de las MMP2, MMP9 3"y |a expresion de la Col-1 en las CEH
148 a través del TGF-B 4. De acuerdo con este estudio se encontré que la administracion
cronica del hepatotoxico produjo un aumento de las MMP; en particular, se observé por
primera vez que el tratamiento con la stevia preservo los niveles normales de estas MMP. En
este escenario complejo, nuestros resultados sugieren que la stevia proporciona una alta
actividad antifibrotica al regular negativamente a la IL-17A mediante la posible inhibicién
de la IL-6, lo que conduce a la represion de la sintesis de colagena por las CEH y a la
modulacion en la renovacién de la MEC, regulando asi las vias proinflamatorias y
profibrogénicas. Por lo tanto, parece razonable postular que la stevia acta como un agente
antifibrético, al menos parcialmente, al inhibir estas enzimas y disminuir los niveles de la IL-
17A.

7.3.3. La stevia requla al alza a la Smad7, la principal proteina inhibidora de la fibrogénesis,

y consecuentemente reduce la deposicién de la MEC.

Después de una lesion hepatica aguda, se produce la MEC en respuesta a la lesion hepatica.
Sin embargo, la sintesis del tejido conectivo esta regulada negativamente y las MMP
degradan las fibras de colagena producidas. Como resultado, la fibrosis no es establecida
434175 Uno de los mecanismos que regulan negativamente el proceso profibrogénico es la
produccion de la proteina inhibidora Smad7 **"17°, Desafortunadamente, en la lesion hepética

cronica, la expresion de la Smad7 disminuye y el desarrollo histolégico de los nddulos de



85

regeneracion rodeados por bandas fibrosas es constante °X. En este contexto, parece que la
regulacion positiva de la Smad7 es una estrategia adecuada para contrarrestar la progresion
de la fibrosis. Los mecanismos por los que la Smad7 opera son: 1) forma complejos estables
con el receptor TGF- tipo 1; 2) promueve la degradacion en el proteosoma de los receptores
del TGF-B a través de Smurf; 3) se une directamente al ADN para impedir la union del
complejo funcional Smad3/Smad4; 4) compite con la Smad3 activada para unirse a la
proteina accesoria co-Smad4; y 5) interacciona directamente con la Smad3 %1767 Ademas,
la Smad7 promueve a la alza al inhibidor del NF-xB, IxB 8. Por lo tanto, es de destacar que,
en este estudio el hepatotdxico indujo una regulacion negativa significativa de la Smad?7,
mientras que la stevia regul6 positivamente esta molécula antifibrotica. Por lo tanto, nuestros
resultados sugieren que otro mecanismo molecular por el cual la stevia muestra importantes
efectos antifibroticos es preservando los niveles normales de la Smad7 en las ratas

intoxicadas cronicamente con CClay TAA.

7.3.4. La stevia previene la fibrosis hepética al reqular negativamente la ruta no canénica del
TGF-B1.

Las quinasas unidas a las membranas, citoplasmicas y nucleares fosforilan diferencialmente

a la Smad3 para crear isoformas fosforiladas en la region ‘linker’ 317°. Cuando la Smad3 es
fosforilada en la region ‘linker’, se forma la pSmad3L y se produce una sefial mitogénica 3¢,
lo que conduce a la proliferacion de las CEH activadas y, por lo tanto, la fibrosis aumenta.
Estudios recientes han demostrado que la region ‘linker’ de las proteinas Smad puede ser
fosforilada por diversas quinasas, incluidas las proteinas ERK, JNK y p38 8, La via de
sefializacion de las MAPK es una cascada de fosforilacion de pasos multiples que transmite
sefiales desde la superficie de la célula a los objetivos citosdlicos y nucleares 8. La
fosforilacion de las MAPK puede ser promovida por factores como el 4-HNE, el NF-xB, el
TNF-a, la IL-1, la IL-17A, el TGF-B, el CTGF y el PDGF que promueven la activacion de
las MAPK 147.161.182.184185 | 55 MAPK son otra via de sefializacion importante en la
mediacion de la expresién génica proinflamatoria y profibrética. La proteina pSmad3L
ademas estimula en el nacleo la expresion de c-Myc, un importante inductor de la
proliferacion de las CEH, que robustece la sefial fibrogénica 3436108183 | os experimentos in

vitro han demostrado que diversos componentes de la stevia como el STV, inhiben de manera
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prominente y dosis-dependiente los incrementos en la fosforilacion de p38, ERK y JNK %
144 Ademas, tanto el TNF-a, TGF-B y PDGF expresados en las CK, como la IL-17A,
expresada en las células T, promueven la activacion de las CEH 8186187 Estos dos eventos,
la fosforilacion de las MAPK vy la activacion de las CEH promueven la maquinaria
profibrogénica no canonica y candnica en el higado. Asimismo, las MAPK promueven la
expresion de citoquinas proinflamatorias como el TNF-a, la IL-1B y la IL-6 8, EI
tratamiento con la stevia evito eficazmente el aumento de los niveles de proteina Smad3 y la
fosforilacion de las MAPK, JNK, ERK y p38, por lo tanto, disminuyd la formacion de
pSmad3L, lo que condujo a la inhibicién de la proliferacion de las CEH activadas, evitando
la deposicion de la MEC. ERK es un miembro de la familia de las MAPK que puede mediar
la proliferacion y migracion de las CEH *. La sefializacion del PDGF a través de ERK sirve
para perpetuar la activacion de las CEH, y estimular la proliferacidn para aumentar el nimero
de células fibrogénicas hepaticas y promover la migracion a otros sitios de lesion &,
Ademas, la fosforilacion de la Smad3L dependiente de ERK aumenta la sintesis de Col-1 en
respuesta al TGF-p . Por otro lado, JNK es otro miembro de la familia MAPK que se activa
con TNF-o, TGF-B, IL-1 y PDGF . El 4-HNE también ha demostrado estimular a JNK en
las CEH . La activacion de la JNK parece ser critica para la cascada de sefializacion
implicada en la activacion, la proliferacion y la migracion de las CEH, y contribuye a la
produccion de proteinas de la MEC a través de la promocion de la via pSmad3L, que conduce
a la enfermedad hepatica terminal 351921%_ Asimismo, se encontrd que las ratas intoxicadas
cronicamente mostraron un aumento en la fosforilacién de pERK, pp38 y pJNK vy, por lo
tanto, también aumentaron las relaciones pERK/ERK, pp38/p38 y pJNK/INK, lo que
condujo a la activacién de la proteina pSmad3L. En particular, se reveld por primera vez que
el tratamiento con la stevia previno la activacidn de estas quinasas y asi se conservaron los
valores normales de la pSmad3L. Estos resultados sugieren fuertemente que un mecanismo
adicional por el cual la stevia interfiere con el proceso fibrético es a través del bloqueo de la
via de transduccion de la sefial profibrotica no candnica del TGF-B, evitando asi la activacion,

la proliferacion y la migracion de las CEH.
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8. CONCLUSION

En conclusion, nuestros resultados demuestran por primera vez que la stevia previene la
fibrosis hepética experimental en modelos de rata que imitan la enfermedad en el humano
102 “actuando a través de la inhibicion de varias vias patoldgicas que se resumen en la figura
23. Estos hallazgos sugieren que la stevia deberia investigarse mas como una nueva
alternativa para el tratamiento del dafio hepatico crénico en el humano. Es importante
destacar que la stevia tiene un perfil de seguridad razonable, sin embargo, se sugieren mas

estudios preclinicos y clinicos controlados antes de sugerir su uso en la clinica.
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Figura 23. Representacion esquematica del efecto multivariable de la stevia sobre la lesién hepatica experimental. La stevia puede actuar a diversos niveles
para prevenir el establecimiento del dafio hepatico. El amplio espectro de las actividades exhibidas por la stevia se puede resumir en tres categorias principales: los
efectos antioxidantes, los inmunomoduladores y los antifibroticos. Los efectos antioxidantes pueden explicarse por las propiedades directas de eliminacién de los
radicales libres, al aumentar a: 1) el factor nuclear (eritroide-2) relacionado con el factor 2 (Nrf2), 2) la enzima antioxidante glutation peroxidasa (GPx) y 3)el
glutation reducido (GSH). Las propiedades inmunomoduladoras de la stevia estan asociadas con su capacidad para bloquear al factor nuclear kappa B (NF-xB) vy, por
lo tanto, las citoquinas proinflamatorias. La stevia posee diversos mecanis mos antifibréticos que implican la regulacion a la baja de la via candnica del factor de
crecimiento tisular beta (TGF-B) y atenlan significativamente la ruta no candnica del TGF-B inhibiendo la fosforilacion de las proteinas MAPK, y previniendo la
activacion de las células estelares hepaticas (CEH) evitando la produccion de matriz extracelular (MEC); ademas, la stevia previene la fibrosis regulando
positivamente la proteina inhibidora Smad7. En conjunto, estos efectos conducen a la prevencion de la fibrosis experimental.
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9. PERSPECTIVAS

Para comprender a profundidad los mecanismos de la stevia en el dafio hepatico se podrian
analizar los componentes aislados de esta planta. Asimismo, se sugeriria disefiar un modelo
de dafo en donde previamente se establezca el dafio para posteriormente probar el efecto
farmacoldgico de los componentes aislados de la stevia. Ademas, la stevia y sus glucésidos
podrian ser una herramienta terapéutica en la clinica en pacientes con NASH, porque
representaria un farmaco seguro debido a la clasificacion de GRAS por la FDA, pero se
requeriria desarrollar un modelo de dafio en animales de experimentacion, similar a la

esteatohepatitis humana y posteriormente probar los compuestos ya mencionados.
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