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1 Resumen

La esteatohepatitis no alcoholica (EHNA) es un problema de salud publica a nivel mundial
que puede progresar a fibrosis, cirrosis y cancer hepatico, con opciones limitadas de
tratamiento. El inflamasoma receptor tipo NOD que contiene el dominio de pirina 3 (NLRP3)
esta estrechamente ligado a la progresion de la EHNA. El acido nicotinico (AN) es una
vitamina utilizada para el tratamiento de la dislipidemia, la esteatosis hepatica y la fibrosis.
En este trabajo, investigamos los efectos farmacologicos del AN en un modelo experimental
de EHNA en la rata, y la posible participacion de la inhibicion de la via del inflamasoma
NLRP3/piroptosis como un mecanismo de accion de este compuesto. Las ratas fueron
alimentadas con una dieta alta en azicar, grasas y colesterol y administradas con una dosis
semanal baja de CCls. El AN redujo significativamente la inflamacién por medio de la
disminucion de los niveles del factor de necrosis tumoral alfa y el factor nuclear kappa B.
Ademas, el AN inhibi6 la formacién del complejo NLRP3- proteina tipo speck asociada a la
apoptosis-caspasa-1 que, a su vez, disminuyo los niveles de las proteinas interleucina 1 beta,
interleucina 18 y la gasdermina. Adicionalmente, el AN redujo el factor de crecimiento
transformante beta, la alfa actina de musculo liso y los niveles hepéticos de coldgena-1, y por
consecuencia evitod la formacion descontrolada de matriz extracelular. Nuestros resultados
indican que el AN inhibe la progresion de la EHNA, sin embargo, seran necesarios estudios
basicos y clinicos adicionales para recomendar el uso del AN como tratamiento de la EHNA

en seres humanos.



2 Abstract

Non-alcoholic steatohepatitis (NASH) is a global public health concern that may progress
into fibrosis, cirrhosis, and liver cancer, and curative treatment options are limited. While the
nucleotide-binding oligomerization domain-like receptor family pyrin domain-containing 3
(NLRP3) inflammasome is closely linked to NASH progression, nicotinic acid (NA), a
vitamin used for the treatment of dyslipidemia, is an emerging pharmaceutical treatment for
hepatic steatosis and fibrosis. Here, we investigated the pharmacological effects of NA on
experimental NASH and whether NLRP3 inflammasome/pyroptosis inhibition is an
associated mechanism of action. Rats were fed a high-fat sucrose diet supplemented with
cholesterol and a low dose of CCls. NA significantly reduced inflammation by decreasing the
protein levels of tumor necrosis factor-alpha and nuclear factor kappa B. Moreover, NA
inhibited the formation of NLRP3-apoptosis-associated speck-like protein containing
caspase recruitment domain-Caspase-1, decreasing interleukin-1beta, interleukin-18, and
gasdermin D protein. In addition, NA reduced tumor growth factor-beta, alpha-smooth
muscle actin, and hepatic levels of collagen-1, consequently decreasing extracellular matrix
synthesis. Our results indicate that NA inhibits NASH progression and encourage further

basic and clinical studies on the use of NA for the treatment of human NASH.
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3 Introduccion

El higado es un organo capaz de realizar multiples procesos bioldgicos como la sintesis de
proteinas, la homeostasis de lipidos y colesterol o el metabolismo de xenobidticos en el ser
humano [1]. Debido a su importancia, cuando su funcionamiento es alterado las
consecuencias pueden ser graves, cuando este importante Organo padece de alguna
enfermedad, se ven alteradas las funciones que cumple y la evidencia de la tltima década ha
demostrado que los problemas hepaticos actuales estan estrechamente relacionados con
enfermedades metabolicas [2].

La enfermedad del higado graso no alcoho6lico (HGNA) es una de las tantas complicaciones
de pacientes con obesidad, sindrome metabdlico, diabetes mellitus o hiperlipidemia [3]. La
HGNA se caracteriza por la acumulacion de lipidos en al menos el 5% de la poblacion de los
hepatocitos, esta enfermedad se diagnostica en personas cuyo historial clinico menciona que
la ingesta de alcohol es fortuita o practicamente nula, por lo que el alcohol no se toma como
un factor causante de la acumulacion lipidica [4].

A pesar de que la HGNA se considera un estadio benigno, la acumulacion de lipidos favorece
la liberacion de citocinas proinflamatorias que, a su vez, activan vias proinflamatorias y
profibrogénicas conduciendo a un estadio severo denominado esteatohepatitis no alcohdlica
(EHNA) [5].

En México, el riesgo de padecer EHNA incrementa con el padecimiento previo de otras
enfermedades como la obesidad y la diabetes mellitus, las cuales las padecen la mayoria de
la poblacion mexicana. De acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion del aio
2018, el 39.1% de los adultos mayores de 20 afios sufren de sobrepeso mientras que el 36.1%
padecen obesidad y se estima que en una década este porcentaje aumente significativamente
[6]. Por otra parte, 12 millones 400 mil personas en México padecen diabetes, y la diabetes
tipo dos tiene la mayor prevalencia en adultos mayores de 60 afios [6]. Lo anterior, asocia
estrechamente la incidencia de ambas enfermedades con el aumento de casos de EHNA en
Meéxico, por lo que esta enfermedad es un problema de salud publica que requiere atencion

inmediata.
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3.1 La enfermedad del higado graso no alcohdlico

La HGNA se describe histologicamente como la acumulacion de lipidos en al menos el 5%
de los hepatocitos y esta relacionada con la resistencia a la insulina, la diabetes, la obesidad
y el sindrome metabolico. Se estima que mundialmente la HGNA tiene una prevalencia del
30% en Sur América, 27% en Asia, 24% en Norte América, 23% en Europay 13% en Africa
y se espera que la prevalencia incremente en los préximos afios debido al estilo de vida, entre
otros factores [2].

La HGNA inicia con el desbalance en el metabolismo de carbohidratos y lipidos que, aunado
a una vida sedentaria de quienes la padecen, potencia el proceso de acumulacion de lipidos.
También se ha reportado que los factores genéticos, el desbalance en la microbiota intestinal,
la resistencia a la insulina y la dislipidemia son importantes en la progresion de HGNA a
EHNA [3] (Fig. 1).

El glucégeno es un polisacarido que esta conformado por ramificaciones de glucosa, y se
almacena principalmente en el higado, musculo y en el cerebro en menor proporcion. En el
metabolismo del glucogeno, el higado juega un papel importante ya que se encarga de
almacenar o liberar glucosa dependiendo del requerimiento energético del organismo [7]. Sin
embargo, el aumento en la ingesta de azucares como la glucosa y/o la fructosa, provenientes
principalmente de bebidas azucaradas, exacerban la acumulacion de glucdgeno en los
hepatocitos. Los hepatocitos glucogénicos se observan en el 54% de los casos de pacientes
con HGNA y se han relacionado con una importante disfuncion hepatica [8]. Las principales
fuentes de lipidos del organismo derivan de la ingesta diaria de grasas y azucares. El
consumo excesivo de azucares refinados y grasas saturadas resulta en un desbalance entre el
gasto de energia y el almacenamiento de ésta, por lo que la consecuencia generalmente es el
incremento en las reservas de grasa en el organismo [9]. La lipogénesis de novo (LDN) es un
sistema complejo por el cual los azlicares se convierten en acidos grasos y posteriormente
son esterificados para formar triglicéridos y ser almacenados en forma de lipidos en el higado.
La alteracion de esta via ocurre en padecimientos como la obesidad, el sindrome metabdlico
y la HGNA [10], los cuales son factores de riesgo para el desarrollo de la EHNA.

Los acidos grasos libres (AGL) provenientes de la lipdlisis comienzan a transitar a través del
sistema circulatorio y arriban al higado para ser almacenados [11]. Por una parte, la

resistencia a la insulina (RI) favorece la liberacion excesiva de lipidos que son almacenados
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en el higado [11] y, por otra parte, el consumo de azlcares activa la via de la proteina de
unidn al elemento de respuesta a los esteroles (SREBP-1¢), la cual activa la LDN [12].

Los AGL provenientes de la lipolisis pueden ser reesterificados en triglicéridos o eliminados
por medio de la B-oxidacion mitocondrial. La HGNA es considerado como una enfermedad
benigna debido a que con una dieta saludable y, ejercicio el higado retorna a un estadio

normal [13].

Dislipidemia

Consumo de
. Q Obesidad
azucares
Disbiosis
intestinal
Predisposicion
genética

Sedentarismo

Diabetes

Dieta alta en grasas

Figura 1. Factores asociados al desarrollo de la EHNA.

Entre los factores que estan estrechamente relacionados con el desarrollo de la EHNA se encuentran el consumo
excesivo de azucares, principalmente de la fructosa, alimentos altos en grasas saturadas y el sedentarismo que,
a su vez, pueden favorecer el desarrollo de la resistencia a la insulina y posteriormente a la diabetes, dislipidemia
y obesidad. La disbiosis intestinal y la misma predisposicion genética son factores que aumentan la probabilidad

de padecer EHNA.

3.2 Esteatohepatitis no alcohdlica
Para comprender el proceso por el cual la HGNA progresa a EHNA es importante mencionar

las teorias que tratan de explicarlo.
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En 1998, Day y James propusieron una teoria de dos “hits” que explicaba a grosso modo el
probable mecanismo por el cual la HGNA evolucionaba a EHNA [14]. Ellos concluyeron
que el primer “hit” era dado por la acumulacion de lipidos en el higado, sin embargo, este
proceso necesitaba de un impulso para provocar dano a los hepatocitos, de manera que era
necesario un segundo “hit” para la progresion de HGNA a EHNA. Ellos propusieron que este
segundo “hit” era proporcionado por los radicales libres provenientes de la oxidacion de los
acidos grasos libres, lo que provocaba a su vez estrés del reticulo endopldsmico y la
activacion de vias proinflamatorias con la consecuente liberacion de citocinas
proinflamatorias (Fig. 2).

No obstante, numerosas incdgnitas no fueron despejadas con esta teoria, por lo que en la
actualidad se considera como una teoria obsoleta [15]. Posteriormente, fue postulada la teoria
multifactorial, que es considerada como la explicacion mas cercana para la transicion de
HGNA a EHNA.

Una diferencia marcada entre el HGNA y la EHNA, es la ausencia de inflamacién y fibrosis
en el HGNA y una relativamente facil reversion de esta condicion, mientras que la EHNA es
una enfermedad compleja que abarca distintas vias moleculares, su inicio estd marcado por
“un estadio benigno” del HGNA. Cuando la eliminacion de los AGL no es suficiente, la
aparicion de las especies reactivas de oxigeno (ERO) y la activacion del inflamasoma se
hacen presentes, haciendo que el dafio a los hepatocitos es mas severo.

El desbalance en la formacion y la incapacidad de eliminacion de los AGL favorece la
aparicion de especies lipotoxicas como las ceramidas, los diacilgliceroles y colesterol, los
cuales actian sobre las estructuras celulares, promocionan la aparicion de radicales libres y

activan una respuesta inmune [2].
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Figura 2. Mecanismo molecular de la progresion de la HGNA a la EHNA.

El consumo excesivo de grasas actia sobre el tejido adiposo provocando una inflamacioén y favoreciendo el
desarrollo de 1a R1, la cual, ayuda a la lipdlisis y a la formacion de AGL. Por otra parte, el consumo de aziicares
como la fructosa activa la LDN, quien convierte a los azlcares en grasas. Ambas vias se activan para almacenar
a los AGL en el citoplasma de los hepatocitos, estos AGL pueden ser esterificados a triglicéridos o se eliminan
mediante la B-oxidacién mitocondrial, cuando el aumento de AGL no puede ser compensado comienzan a
aparecer especies lipotoxicas como las ceramidas o los DAG quienes dafian estructuras celulares y favorecen
la aparicion de ERO vy la activacion del inflamasoma. Por ultimo, estos procesos conllevan a la liberacion de
citocinas proinflamatorias como el TNF-o, IL-1B, IL-18 e IL-6. RI: Resistencia a la insulina; AGL: Acidos
grasos libres; LDN: lipogénesis de novo; DAG: Diacilgliceroles; ERO: Especies reactivas de oxigeno; TNF-a:

Factor de necrosis tumoral alfa; IL: interleucina.

Las células de Kupffer liberan citocinas como respuesta ante el dafio causado por las especies
lipotoxicas y las ERO. Entre las citocinas proinflamatorias que se liberan se encuentran el
factor de necrosis tumoral (TNF-a) y las interleucinas (IL) 1P, la IL-6 y la IL-18, sin embargo,
para tratar de compensar este ambiente inflamatorio también se liberan citocinas

antiinflamatorias como la IL-10 [16].
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Por otra parte, se ha identificado que endotoxinas derivadas de la microbioma intestinal
juegan un papel importante en el desarrollo de la HGNA y la EHNA. En personas que
padecen esteatosis hepatica se han detectado niveles séricos altos de lipopolisacarido (LPS),
una endotoxina considerada como un patrén molecular asociado a patdégenos, que es capaz
de activar al receptor tipo toll 4 (TLR4), retroalimentando asi positivamente la inflamaciéon
[17].

Simultaneamente la liberacion de TNF-a y la activacion del TLR4 activan al factor maestro
de la inflamacion, el factor nuclear kappa B (NF-kB). La via del NF-kB estd ampliamente
estudiada y estd estrechamente relacionada con la activacion del complejo multiproteico

llamado inflamasoma [18].

3.3 El papel del inflamasoma y la piroptosis en la progresion de la EHNA
La activacion de la via inflamasoma NLRP3/piroptosis se realiza mediante dos importantes
pasos. El primer paso consiste en la iniciacion o “priming”, donde el TNF-a y el LPS se unen
al receptor TNF1 y al TLR4 respectivamente, asi, después de varios cambios
conformacionales y fosforilaciones se activa la via del NF-xB. El NF-kB normalmente se
encuentra inhibido, pero al activarse mediante la sefializacion del receptor del factor de
necrosis tumoral (TNFR) y del TLR-4, una vez que un estimulo es capaz de activar al NF-
kB éste migra hacia el nicleo para favorecer la transcripcion de genes relacionados con la
inflamacion, principalmente TNF-a, pro-IL-1p, pro-IL-18, receptor tipo NOD que contiene
el dominio de pirina 3 (NLRP3) y la proteina tipo speck asociada a la apoptosis (ASC) [19].
Una vez que los genes se transcriben y forman proteinas la via del inflamasoma comienza a
tener un papel importante en el desarrollo de la EHNA.

El complejo inflamasoma NLRP3 esta conformado por tres proteinas importantes, el NLRP3
que actiia como un sensor, la ASC que funge como proteina adaptadora y la pro-caspasa-1
que funge como la proteina efectora [20].

En el segundo paso se lleva a cabo la activacion del inflamasoma NLRP3, la cual ocurre de
dos maneras. Por una parte, el receptor purinérgico 7 (P2X7R) se activa mediante cristales
de colesterol o por el adenosin trifosfato que actian como patrones moleculares asociados a

dafio [21], y por otra parte la proteina que interacttia con la tiorredoxina (TXNIP) es activada
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mediante las ERO [22]. En conjunto, estas dos proteinas y su via de accion son capaces de
oligomerizar al NLRP3, ASC y pro-caspasa-1. Una vez que el complejo inflamasoma NLRP3
se encuentra en su forma activa, la pro-caspasa-1 se convierte a su forma activa, la caspasa-
1, que a su vez transforma a la pro-IL-1p y la pro-IL-18 en sus formas activas, IL-1P e IL-
18, respectivamente [23].

El sitio catalitico de la caspasa-1 es capaz de escindir a una proteina llamada gasdermina D
(GSDMD). La GSDMD es una proteina que se encuentra auto inhibida, al momento de ser
cortada por medio de la caspasa-1, el N-terminal de la GSDMD se libera y migra hacia la
membrana celular [24], para posteriormente unirse a €sta y formar un poro, por el cual, el
NLRP3, la IL-1B y la IL-18 son liberados hacia el espacio extracelular y provoca la muerte

de las células vecinas, este proceso es denominado piroptosis [25].

3.4 La inflamacion conduce a la fibrosis hepatica

El factor de crecimiento transformante beta (TGF-f) es un factor implicado en
diferenciacion, angiogénesis y apoptosis celular, este factor es liberado al igual que las IL en
procesos inflamatorios [26] y una vez que la piroptosis permite la liberacion del NLRP3, la
IL-1B y la IL-18 al espacio extracelular estas interactian con otras células denominadas
c€lulas estelares hepaticas (HSCs).

Estas, son células mesenquimales que en un estado quiescente almacenan retinol en su
citoplasma, mientras que, en un estado activo, su fenotipo cambia hacia un tipo
miofibroblasto y pierden la capacidad de almacenar retinol, y expresan una proteina llamada
alfa actina de musculo liso (a-SMA) [27], una vez activadas, las HSCs comienzan a producir
proteinas de la matriz extracelular entre ellas colagena-1 (Fig. 3) [28].

De este modo, el higado comienza la etapa de fibrogénesis, que, con la ingesta descontrolada
de azlcares, grasas y el ambiente inflamatorio producido ademas de la activacion de las

HSCs, conducen a la fibrosis, cirrosis hepatica y carcinoma hepatocelular (CHC).
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Figura 3. El inflamasoma NLRP3 y la activacion de las células estelares.

La iniciacion de la via del inflamasoma NLRP3 comienza con la liberacion de PAMPs y DAMPs que activan
la via del NF-«B y se sintetizan proteinas como el NLRP3, la pro-IL1J, pro-IL-18, y la pro-caspasa-1. Mientras
que la activacion del inflamasoma NLRP3, el P2X7R y el TXNIP activados por el colesterol y las ERO
respectivamente, favorecen la oligomerizacion del complejo y ademaés facilitan la transicion de la pro-caspasa-
1 a su forma activa la caspasa-1. El sitio catalitico de la caspasa-1 es capaz de escindir a la pro-IL-1, la pro-
IL-18 para transformarlas a sus formas activas la IL-1P y la IL-18, ademas de liberar de su auto inhibicion a la
GSDMD. El N-terminal de la GSDMD migra hacia la membrana celular para formar un poro y asi liberar las
citocinas maduras hacia el espacio extracelular. Una vez fuera de los hepatocitos, el TGF-f, el NLRP3, la IL-
1B y la IL-18 interactuan con las HSCs activandolas y favoreciendo la formacion de MEC y por consecuencia
fibrosis hepatica. DAMPs: Patrones moleculares asociados a dafio; PAMPs: Patrones moleculares asociados a
patdgenos, TLR4: Receptor tipo Toll-4, TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa, TNFR1: Receptor 1 del factor
de necrosis tumoral, NF-xB: Factor nuclear kappa B, NLRP3: Receptor tipo NOD que contiene el dominio de
pirina, IL: Interleucina, ASC: Proteina tipo speck asociada a la apoptosis, ATP: Adenosin, P2X7R: Receptor
purinérgico 7, TXNIP: Proteina que interactia con la tiorredoxina, GSDMD: Gasdermina D, GSDMDi:
Gasdermina D inactiva, GSDMD-N: Gasdermina D activa, TGF-B: Factor de crecimiento transformante beta ,

HSCs: Células estelares hepaticas, a-SMA: Alfa actina de mtisculo liso, MEC: Matriz extracelular.
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3.5 El acido nicotinico (AN) como posible tratamiento para la EHNA
Debido a la complejidad en el desarrollo de EHNA no existe un tratamiento especifico y
eficaz para poder curar dicha enfermedad.

Por lo tanto, la investigacion de nuevos blancos terapéuticos, asi como la investigacion basica
en la busqueda de fArmacos que puedan funcionar como tratamiento para mejorar la calidad
de vida de los pacientes con EHNA es necesaria.

En esta investigacion se propuso al AN como posible farmaco para tratar la EHNA. El AN,
también conocido como niacina o vitamina B3, es una vitamina muy importante involucrada
en procesos oxidativos como la formacion de la coenzima nicotinamida adenina dinucleo6tido
(NAD) [29].

El AN se encuentra normalmente en carnes, verduras y leguminosas, la deficiencia en la
ingesta de esta vitamina causa una enfermedad Ilamada pelagra, la cual se caracteriza por
dermatitis, diarrea y en algunos casos demencia [29].

Desde hace 50 anos, el AN ha sido utilizado como tratamiento para la dislipidemia por tener
accion sobre la enzima diacilglicerol aciltransferasa 2 y consecuentemente disminuir los
niveles de triglicéridos en la sangre [30]. Sin embargo, grupos de estudio han demostrado
que el AN no tiene Uinicamente efecto sobre la dislipidemia.

Liy colaboradores en el 2016 reportaron que el AN tuvo actividad antiinflamatoria al inhibir
al inflamasoma NLRP3 por medio de la sirtuina-1 en células endoteliales vasculares [31].
Ademés, en el 2015, Arauz y colaboradores demostraron que el AN, en un modelo murino
con tioacetamida fue capaz de actuar como antifibrético al disminuir los niveles de TGF-f y
de a-SMA [32]. Algo destacable del AN es que también tiene efectos protectores contra la
enfermedad de Alzheimer como lo indica Morris et al. [33].

Por otra parte, es de suma importancia sefialar que la ingesta diaria de AN recomendada para
adultos es de aproximadamente 3 g por dia. En dosis mayores y/o exposiciones prologadas
los pacientes presentan hipotension [34] y algunos pacientes pueden desarrollar lesiones
hepaticas [35].

Teniendo en cuenta los efectos secundarios y debido a la actividad farmacologica del AN
(Fig. 4) se propone en este trabajo como posible tratamiento para EHNA inducida en

roedores.
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Figura 4. Estructura del AN y su actividad farmacologica.

.

El AN, ademas de tener actividad hipolipemiante, también posee actividad antiinflamatoria y actividad

antifibrotica. En dosis altas promueve la hipotension y hepatotoxicidad. AN: Acido nicotinico, NLRP3:

Receptor tipo NOD que contiene el dominio de pirina, TAA: Tioacetamida, TGF-B: Factor de crecimiento

transformante beta, a-SMA: Alfa actina de musculo liso alfa, HSCs: Células estelares hepaticas.
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4 Justificacion

Las enfermedades hepaticas relacionadas con el metabolismo son una de las principales
causas de muerte en México. Ademas, el aumento de obesidad en nuestro pais favorece el
desarrollo de la EHNA y la aparicion de fibrosis hepatica.

Actualmente no se cuenta con un tratamiento especifico para la EHNA, razén por la que se
pretende evaluar el efecto farmacologico del AN en un modelo de EHNA desarrollado en

nuestro laboratorio.

S Hipotesis
El AN disminuye la inflamacién y la fibrosis en un modelo de EHNA.

6 Objetivos

6.1 Objetivo general
Evaluar el efecto farmacolégico del AN en un modelo de EHNA inducido con una dieta alta
en grasas, azucares y colesterol en conjunto con tetracloruro de carbono como inductor

quimico.

6.2 Objetivos particulares

- Determinar la capacidad del AN para preservar la integridad del parénquima hepatico
en un modelo de EHNA.

- Determinar la capacidad del AN para prevenir la acumulacién de lipidos en el
parénquima hepatico en un modelo de EHNA.

- Investigar si la via del inflamasoma NLRP3/piroptosis se activa en el modelo de
EHNA y si el AN es capaz de inhibir dicha activacion.

- Evaluar la actividad antifibrética del AN en un modelo de EHNA e investigar las
posibles vias moleculares involucradas en dicha actividad.

- Investigar las posibles interacciones del AN a nivel molecular involucradas en sus

efectos antinflamatorios y antifibréticos por métodos in silico.
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7 Metodologia

7.1 Animales

Se utilizaron ratas Wistar macho de 7 semanas de edad al inicio del estudio y con un peso de
100 + 20 g (n = 32). Todos los procedimientos realizados fueron bajo el protocolo 207-16
creado bajo los lineamientos institucionales, aprobado por el comité de ética del
CINVESTAV-IPN. Asimismo, bajo la regulacion de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-
Z00-1999 “Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de

laboratorio”.

7.2 Tratamientos

Los animales fueron divididos aleatoriamente en seis grupos de estudio (n = 8): Control;
Dieta; Dieta + CCly; Dieta + AN; Dieta + CCls+ AN y AN.

Los animales se mantuvieron bajo condiciones controladas (21 + 1 °C, 50-60% de humedad
relativa y ciclos de noche/oscuridad de 12 h cada uno), también fueron aclimatados durante
una semana en cajas de policarbonato con libre acceso al agua.

Posteriormente, el grupo control fue administrado con una dieta regular (Labdiet® No. 5053,
Indiana, USA) (Tabla 1); el grupo Dieta fue administrado con una dieta alta en azucar, grasa
y colesterol (Tabla 2), Dieta + CCls se administr6 con la dieta mencionada ademas de una
dosis intraperitoneal de 400 mg/kg de CCly (Cat. 31996-1, Sigma-Aldrich®, Missouri, USA)
una vez a la semana. Al grupo Dieta + AN se le administr6 una dosis diaria de 50 mg/kg de
AN por via oral, mientras que al grupo Dieta + CCls + AN se le administro la dieta, la dosis
de CCls y la dosis de AN mencionadas anteriormente. Por ultimo, al grupo AN se le
administro la dosis de AN con la posologia que el grupo anterior. Todas las dietas fueron
administradas ad libitum y el tratamiento se realizd durante 15 semanas, posterior a este
periodo se realiz6 la eutanasia de los animales (Fig. 5). La eutanasia se llevo a cabo mediante
una extraccion de sangre por via intracardiaca con previa anestesia con una mezcla de
ketamina (100 mg/kg) (Anestek, LN: A028062, PiSA®, Jalisco, México) y xilacina (8
mg/kg) (Procin, LN: A114218, PiISA®, Jalisco, México).

La sangre fue centrifugada a 3000 r.p.m durante 10 min para obtener suero sanguineo y una
vez extraido fue almacenado a 4° C. El higado fue diseccionado inmediatamente después de

la extraccion de sangre y se realizaron cortes del tejido para ser distribuidos y almacenados
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a -60°C y/o fijados de acuerdo con los requerimientos de las técnicas a continuacion

mencionadas.
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|
‘ Ratas Wistar macho I T N T N A N T A I B O A B4
¢ Control T T T
100+20¢g
= &
: T N T N N I I I A I I O I A4
Dieta I T IO N O B N
Inicio experimento o, oo oommm e e | v

Dieta regular (ad libitum) Dieta + CC14 I ! ! ! ! ! ! ! | | | | | |

Dieta alta en azlicar, grasa y colesterol

— — ~ CCl, (400 mg/kg; 1 vez/sem, IP)

AN (50 mg/kg diario, VO) . | Iv

' Término experimento Dieta + AN | | | | | | | I 1 | | | | | |
. A T T T T T N A O A A A\

Dieta + CCl,+ AN T T T T T T T T T T T T T
AN TR N T T T T T T O B B A

Figura 5. Disefio experimental.

Los animales fueron divididos en 6 grupos de estudio y administrados de acuerdo con el protocolo con una dieta
estandar o una dieta alta en azucar, grasa y colesterol, con o sin administracion semanal de CCls o una
administracion semanal de AN. La duracion del tratamiento fue de 15 semanas. CCly: Tetracloruro de carbono,

IP: Via intraperitoneal, AN: Acido nicotinico, VO: Via oral.

Tabla 1. Composicion de la dieta regular

Componente %
Proteinas 21.0
Grasas (extracto en éter) 5.1
Grasas (hidrolisis acida) 6.4
Fibra (cruda) 4.3
Extracto libre de nitrogeno (by difference) 535
Cenizas 6.0
Otros 3.7
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Table 2. Composicion de la dieta alta en azucar, grasas y colesterol

Componente (o/kg) Marca
Caseina 100.0 Rennet Casein Irish Dairy Board
Colato de sodio 5.0 Sigma-Aldrich® (Missouri, USA)
Colesterol 10.0 Sigma-Aldrich® (Missouri, USA)
Azucar glass 300.0 Zulka ® (Zucarmex S.A. de C.V., Sinaloa, Mexico)
Mantequilla sin sal 50.0 Gloria® (Cremeria Americana S.A. de C.V., Mexico City, Mexico)
Labdiet® 535.0 No. 5053, Indiana, USA

7.3 Analisis bioquimicos

En el suero sanguineo se midid la actividad de las enzimas gamma-glutamil transpeptidasa
(y-GTP) y la alanina aminotransferasa (ALT) de acuerdo con protocolos anteriormente
usados [36,37], mientras que con tejido hepatico se llevo a cabo la determinacion de glutation
reducido (GSH) [38] y de la hidroxiprolina presente en la colagena como se describid

anteriormente [39].

7.4 Determinaciones histologicas

Los tejidos fijados fueron lavados con agua destilada y posteriormente deshidratados con
gradientes de etanol (1/5853, Sigma-Aldrich®, Missouri, USA) /xilol (Cat: 917, Hycel®,
Jalisco,M¢éxico) y embebidos en parafina (Ref: 39601006, Leica®, Wetzlar, Germany)[40].
Se realizaron cortes de secciones hepaticas de 5 pm y posteriormente se realizaron tinciones
estandar de hematoxilina (Cat: 1465, Meyer®, CDMX, México) y eosina (Cat: 300, Hycel®,
Jalisco,México), rojo oleoso “O” (ORO) y tricromica de Masson como previamente fueron

descritas [40].
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7.5 Ensayos inmunohistoquimicos

De acuerdo con el protocolo de la inmunoperoxidasa, secciones de higado embebidos en
parafina fueron desparafinadas durante toda la noche, rehidratadas y se realizd la
recuperacion del antigeno con buffer de citratos (0.01 M, pH 6). Posteriormente las muestras
fueron bloqueadas con perédxido de hidrégeno, lavadas e incubadas con anticuerpos primarios
contra p65, NLRP3, Caspasa-1, GSDMD, IL-1B, TGF-B y a-SMA, los anticuerpos fueron
diluidos con suero fetal bovino al 3% durante toda la noche (Tabla 3). Se realizaron 5 lavados
de 5 minutos con una solucién tampon fosfato salino, para posteriormente ser incubados por
2 horas con anticuerpos secundarios y revelados con DAB, después de este tratamiento los
cortes fueron teflidos con hematoxilina (Cat: 1465, Meyer®, CDMX, México) durante 30 s,
se enjuagaron con agua corriente, se deshidrataron y fueron montados con resina. Después
de dos dias, las muestras fueron visualizadas utilizando un microscopio de campo claro (80i,
Eclipse, Nikon®, Tokio, Japon). Las imagenes obtenidas fueron analizadas usando ImageJ®
software (version 1.53q, National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). Las

coloraciones marrones se consideraron como marca positiva.

7.6 Western blot

El extracto de las proteinas totales se realizo de acuerdo con lo previamente reportado [41],
para la cuantificacion de proteinas se usé el método del acido bicinconinico [42]. La tabla 3
muestra los anticuerpos utilizados para el analisis de Western blot. Se utilizd B-actina
(Ab5694, Abcam®, Cambridge, UK) y GADPH (MAS5-15738, Thermo Fisher, Waltham,
MA) como controles de carga. Posteriormente, los blots fueron digitalizados y la intensidad
de las bandas fue calculada con ImageJ® software (version 1.53q, National Institutes of

Health, Bethesda, MD, USA).

7.7 Zimografia

La actividad enzimatica de las metaloproteasas (MMP)-2 y MMP-9 fue estimadas mediante

la medicion de la degradacion de gelatina [41]. Los geles fueron digitalizados para su
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posterior analisis el cual se realizé con ImageJ® software (version 1.53q, National Institutes

of Health, Bethesda, MD, USA).

7.8 Ensayos de inmunofluorescencia

La técnica que inmunofluorescencia fue llevada a cabo como previamente fue reportada [40],
las imdgenes fueron obtenidas mediante Leica® TCS SP8 y la intensidad de fluorescencia se
cuantificé con Imagel® software (version 1.53q, National Institutes of Health, Bethesda,

MD, USA). Los anticuerpo y diluciones utilizados se enlistan en la tabla 3.

Tabla 3. Anticuerpos utilizados en IHQ, Western blot e IF.

Proteina Diluciéon  Dilucion  Diluciéon Catalogo Marca
IHC WB IF
SREBPI1C - 1:500 - AB28481 Abcam® (Cambridge, UK)
PPAR-a - 1:500 - SC-398394  Santa Cruz Biotechnology® (Dallas, TX,
USA)
TNF-a - 1:500 - SC-52746  Santa Cruz Biotechnology® (Dallas, TX,
USA)
p65 (NF-«xB) 1:25 1:500 - MAB3026 Merck Millipore® (MA, USA)
NLRP3 1:25 1:500 1:250 NBP2- Novus biologicals® (Littleton, CO,
12446 USA)
ASC 1:25 1:500 - SC-514414  Santa Cruz Biotechnology® (Dallas, TX,
USA)
Caspasa-1 1:25 1:500 1:250 SC-392736  Santa Cruz Biotechnology® (Dallas, TX,
USA)
IL-1B - 1:500 1:250 AB18329 Abcam® (Cambridge, UK)
IL-18 - 1:500 1:250 A16737 Abclonal® (Woburn, MA, USA)
GSDMD - 1:500 - SC-393581  Santa Cruz Biotechnology® (Dallas, TX,
USA)

IL-6 - 1:500 - ARC0962 Thermo Fisher® (Waltham, MA, USA)
IL-10 - 1:500 - ARC9I102 Thermo Fisher® (Waltham, MA, USA)
TGF-p 1:25 1:500 - MAB1032 Merck-Millipore® (Burlington, MA,

USA)
a-SMA 1:25 1:500 1:250 A-5691 Sigma-Aldrich® (St. Louis, M1, USA)
Colagena-1 - 1:500 - C2456 Sigma-Aldrich® (St. Louis, MI, USA)
Anticuerpos secundarios
Anti-raton ~ 1:1000 1:5000 1:1000 62-6520 Thermo Fisher® (Waltham, MA, USA)
Anti-conejo  1:1000 1:3000 1:1000 A0545 Merck-Millipore® (Burlington, MA,
USA)
Alexa fluor - - 1:1000 725302 Thermo Fisher® (Waltham, MA, USA)

488

Alexa fluor - - 1:1000 725007 Thermo Fisher® (Waltham, MA, USA)

594
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7.9 Acoplamiento molecular

El modelo molecular de minima energia para el AN (MMFF94) fue usado como el punto de
inicio para la preparacion del ligando. Las estructuras cristalinas de TLR4-MD2 (3FX1),
TNFR1 (2ZJC), NF-Kb (6YPY), NLRP3 (7ALV), ASC (2KN6), Caspasa-1 (1RWK), IL-18
(1ITB), IL-18 (3F62), GSDMD (6N90), P2X7R (4NTJ) y TXNIP (4GEI) (Tabla 4) fueron
obtenidas de RCSB Protein Data Bank. El acoplamiento se realizo con AutoDock Tools 4.2
(The Scripps Research Institute, La Jolla, CA, USA), en una computadora con AMD Ryzen
7 a 1.80 GHz, Radeon Graphics y 16 GB de RAM. Los resultados fueron visualizados y
analizado con AutoDock Tools 4.2 (The Scripps Research Institute, La Jolla, CA, USA),
PyMOL 2.1 (Schrddinger), y BIOVIA Discovery Studio 2018 (BIOVIA, San Diego, CA,
USA) para Windows.

8 Analisis estadistico

Todos los datos mostrados en este trabajo estdn expresados como la media de los valores +
el error estandar de la media (EE). Los calculos fueron realizados usando ANOVA de dos
vias con un analisis post hoc Tukey. Un valor de p < 0.05 se considerdé como diferencia

significativa. Todos los andlisis fueron realizados en el software GraphPad en su version 8.
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9 Resultados

9.1 La administracion de una dieta alta en grasa, azicar y colesterol sin
algin inductor quimico no conduce a fibrosis hepatica y el AN no

previene la esteatosis hepatica

La figura 6 muestra en el higado los cambios histolégicos de las ratas alimentadas con una
dieta alta en grasa, azicar y colesterol. Las imagenes macroscOpicas y microscopicas
representativas del tejido hepatico se muestran en la Figura 6A. Los higados representativos
de los grupos Control y AN muestran una coloracion rojiza tipica ademas de una apariencia
saludable, sin aparente alteracion. Por otra parte, los higados representativos de los grupos
Dieta y DietatAN exhiben una coloracion amarillenta-blanquecina con disrupcion en el
parénquima, y las imagenes correspondientes a la tincion de hematoxilina y eosina (Fig 6B)
muestran que los grupos Control y AN tienen un parénquima aparénteme normal , con
cordones de hepatocitos y nticleo central, mientas que las imagenes de los grupos Dieta y
Dieta + AN los hepatocitos se muestran en forma de balon con nucleos periféricos e
infiltracion celular.

La tincion de ORO demostrdé que los grupos Dieta y Dieta+AN muestran una coloracion
positiva a lipidos neutros dentro del citoplasma de los hepatocitos, los grupos Control y AN
no muestran una tincion positiva para lipidos (Fig. 6B).

Por otra parte, las imagenes representativas de la tincidn tricromica de Masson de los grupos
Control y AN muestran una coloracidn positiva a fibras de coldgena alrededor de los vasos
sanguineos, pero no en el parénquima hepatico, de manera similar los grupos Dieta y
Dieta+AN muestran fibras de coldgena en la misma zona que los grupos anteriormente
mencionados (Fig 6B).

Debido a la ausencia de fibrosis en el modelo de HGNA, se considerd continuar con el

modelo de EHNA administrado en conjunto con CCly.

28



HyE Tincion ORO Tricromica de Masson

Control

Dieta

Dieta + AN

Figura 6. Efecto del AN sobre el tejido hepatico de ratas sometidas a un modelo de HGNA.
(A) Imagenes macroscopicas de los higados representativos de cada grupo de estudio e (B) imagenes

microscopicas de la tincion de H&E, ORO y tricromica de Masson. AN: Acido nicotinico.
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9.2 El AN previene el dafio hepatico inducido con una dieta alta en grasa,

azucar y colesterol + CCl4

La figura 7 muestra los cambios histologicos, el contenido de glutation reducido (GSH), asi
como las actividades enzimaticas de la ALT y la y-GTP. Las imagenes macroscopicas y
microscopicas representativas del tejido hepatico se muestran en la Figura 7A. Los higados
representativos de los grupos Control y AN muestran una coloracion rojiza tipica ademas de
una apariencia saludable, sin alteraciones visibles. Por otra parte, los higados representativos
de los grupos Dieta+CClsy Dieta+CCls+AN exhiben una coloracién amarillenta-blanquecina
con disrupcion en el parénquima, hepatocitos en forma de balon con nucleos periféricos e
infiltracion celular. Los higados del grupo Dieta+CCls muestra fibras de colagena en el
espacio sinusoidal formando puntos de ramificacion. Notablemente, los higados del grupo
Dieta+CCls+AN no mostraron fibras de colagena en los sinusoides.

El dafio hepatico fue evaluado midiendo los niveles séricos de la actividad enzimatica de la
ALT y la y-GTP (Fig. 7B). Las actividades de estas enzimas indicadora de dafio hepatico
tuvieron un aumento significativo en el grupo Dieta+CCls (ALT: p = 0.001; y-GTP: p =
0.0376), mientras que la administracion del AN previno significativamente estas alteraciones
(ALT: p = 0.026; GGT: p = 0.0414) (Fig. 7B, Fig. 7C). Los niveles hepaticos de GSH no
fueron significativamente alterados por ningun tratamiento (p = 0.2859) (Fig. 7D). Ninguno
de estos parametros fue afectado por la administracion del AN comparados con el grupo

control.
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Figura 7. Efecto del AN sobre el tejido hepatico y los marcadores de dafio hepatico de ratas
sometidas a un modelo de EHNA.

(A) Imagenes macroscdpicas de los higados representativos de cada grupo de estudio e imagenes microscopicas
de la tincion de H&E. Actividades enzimaticas de la ALT (B) y la y-GTP (C) y contenido hepatico de GSH (D).
En las graficas las barras representan la media de 8 ratas + EE de ensayos realizados por duplicado. (a)
Diferencia significativa comparado con el control y (b) con Dieta+CCly, p < 0.05. AN: Acido nicotinico;

Dieta+CCly: Dieta alta en grasa, azicar suplementada con colesterol y administracion de una dosis baja de CCla.
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9.3 Efecto del AN sobre la acumulacion de lipidos de ratas tratadas con

Dieta+CCly

Los animales que desarrollaron EHNA mostraron una esteatosis severa, donde
macroscopicamente los higados tuvieron una apariencia blanca (Fig. 7A). Para corroborar
esta informacion, se realizo una tincion de ORO y se cuantificé el area positiva. Como se
esperaba, los higados de las ratas del grupo Dieta+CCls acumularon abundantes gotas de
lipidos en el citoplasma de los hepatocitos (Fig. 8A), sin embargo, la administracion del AN
no tuvo un efecto significativo en la acumulacién de lipidos en las ratas del grupo
Dieta+CCl4+AN (Fig. 8B). El andlisis de western blot mostré que los niveles relativos de
SREBP-1c no fueron afectados en ningtin grupo experimental (Fig. 8B). Notablemente, el
nivel de PPAR-a incrementd significativamente (p = 0.0033) en los animales del grupo

Dieta+CCl4. Por otra parte, el tratamiento con el AN no modificé este parametro.
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Figura 8. Efecto del AN sobre la acumulacion de lipidos.

(A) Imégenes representativas de la tincion de ORO. (B) Cuantificacion del area positiva de la tincion de ORO
y analisis de western blot de las proteinas pre-SRECP1C) y (Acti-SREBP1C). (C) Analisis de western blot de
la proteina PPAR-0. La B-actina fue utilizada como control de carga. En las graficas las barras representan la
media de 3 ratas + EE. (a) Diferencia significativa comparado con el control y (b) con Dieta+CCly, p < 0.05.
pre-SREBPIC: Precursor de la proteina de union al elemento de respuesta a los esteroles; Act-SREBP1C:
Proteina de unidn al elemento de respuesta a los esteroles activa; ORO: Rojo oleoso “O”’; AN: Acido nicotinico;

Dieta+CCly: Dieta alta en grasa, aztcar suplementada con colesterol y administracion de una dosis baja de CCly.
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9.4 El1 AN inhibe la activacion de la via del inflamasoma NLRP3/piroptosis

Para explorar el efecto del AN sobre el complejo inflamasoma NLRP3 y la via de la
piroptosis, se determinaron los niveles de proteinas inflamatorias como TNF-a, p65 (NF-kB)
asi como los componentes del inflamasoma NLRP3, por medio de western bot (Fig. 9A). Se
encontrd que el tratamiento con Dieta+CCly facilitd el microambiente proinflamatorio por
medio del aumento de los niveles de TNF-a y p635, asi como también promovi6 el ensamblaje
del inflamasoma NLRP3 por medio del incremento de los niveles de NLRP3, ASC y caspasa-
1 en el tejido hepatico. De manera similar, los grupos tratados con Dieta+CCl4 mostraron un
incremento en la actividad proteolitica de la caspasa-1, asi como los niveles relativos de la
IL-1B, la IL-18 y la GSDMD, las cuales estan involucradas en la via de la piroptosis. Sin
embargo, el tratamiento con el AN previno significativamente la activacion del NLRP3,
inhibiendo la piroptosis en el tejido hepatico de los animales tratados con Dieta+CCl4 (TNF-
a: p=0.0304; p65: p=0.0017; NLRP3: p=0.0092; ASC: p=0.0061; caspasa-1: p =0.0111;
IL-1B: p = 0.0109; IL-18: p = 0.0009; GSDMD: p = 0.0013). La via de sefializacion del
inflamasoma/piroptosis no fue modificada significativamente por ningin vehiculo o por el

tratamiento con AN (Fig. 9).
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Figura 9. Efecto del AN sobre la activacion de la via del inflamasoma NLRP3/piroptosis.

Imagen representativa del analisis de Western blot sobre las proteinas totales utilizado para detectar los niveles
relativos de TNF-a, p65, NLRP3, ASC, pro-Caspasa-1, Caspasa-1, IL-1B, IL-18 y GSDMD. Los niveles de
proteina fueron normalizados con B-actina, la cual fue usada como control de carga. En las graficas las barras
representan la media de 3 ratas + EE. (a) Diferencia significativa comparado con el control y (b) con Dieta+CCly;
p <0.05. TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa; p65: subunidad del factor nuclear kappa B; NLRP3: Receptor

tipo NOD que contiene el dominio de pirina; ASC: Proteina tipo speck asociada a la apoptosis; IL: Interleucina;

35



GSDMD: Gasdermina D; AN: Acido nicotinico; Dieta+CCly: Dieta alta en grasa, azicar suplementada con

colesterol y administracion de una dosis baja de CCl.

9.5 El AN reduce el ambiente inflamatorio inducido por el modelo de

EHNA

La figura 10A muestra las imagenes representativas del analisis inmunohistoquimico para
detectar a las proteinas p65, caspasa-1 y NLRP3. El tratamiento con la Dieta+CCly
incrementa la expresion hepatica de p65 (p = 0.0027), NLRP3 (p = 0.0001) y caspasa-1 (p =
0.0027) comparando con el grupo control (Fig. 10B). Sin embargo, el tratamiento con el AN
previno estos cambios (p65, p = 0.0190; NLRP3, p = 0.0002; caspasa-1: p = 0.0068). Estos
resultados sugieren fuertemente que el AN inhibe la activacion del NLRP3 durante la
progresion de EHNA en las ratas. Adicionalmente, la cuantificacién de los niveles de las
proteinas IL-6 (Fig. 10C) mostr6é que los niveles no fueron significativamente afectados,
mientras que se previno la elevacion de los niveles de la IL-10 en el grupo Dieta+CCly; y el
tratamiento con el AN previno eficazmente esta alteracion (p = 0.0475) (Fig. 10D). El

tratamiento con el AN no modific6 ninglin pardmetro comparado con los controles.
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Figura 10. Efecto del AN sobre los niveles hepaticos de las proteinas p65, NLRP3 y caspasa-1.

(A) Imagenes representativas de las tinciones de inmunohistoquimica (IHQ), las flechas indican una reaccion
positiva. (B) Porcentaje de area de inmunoreaccion positiva de las proteinas p65, NLRP3 y caspasa-1. (C)
Cuantificacion de los niveles de las proteinas IL-6 ¢ IL-10 por medio de western blot. La B-actina fue utilizada
como control de carga. En las graficas las barras representan la media de 3 ratas + EE. (a) Diferencia
significativa comparado con el control y (b) con Dietat+CCly, p < 0.05. p65 (NF-«B): Factor nuclear kappa B;
NLRP3: Receptor tipo NOD que contiene el dominio de pirina 3; IL: Interleucina; AN: Acido nicotinico;

Dieta+CCly: Dieta alta en grasa, aztcar suplementada con colesterol y administracion de una dosis baja de CCly.



9.6 Efecto del AN sobre el inflamasoma NLRP3 en el tejido hepatico de

ratas sujetas a un modelo de EHNA

Con el fin de verificar el efecto del tratamiento con AN sobre la activacion del inflamasoma
NLRP3, se detectaron proteinas del complejo inflamasoma NLRP3 mediante
inmunofluorescencia. (Figs. 11-13). Los resultados muestran que el tratamiento con
Dieta+CCls incrementa los niveles de NLRP3 y caspasa-1 (Fig. 11A), asi como la co-
localizacion de ambas proteinas. Por otra parte, los niveles de fluorescencia de la caspasa-1
e IL-1P y la co-localizacion se incrementaron en el parénquima hepatico de animales tratados
con Dieta+CCly (Fig. 12A). De manera similar, los niveles de fluorescencia de las proteinas
caspasa-1 e IL-18 y la co-localizacion de ambas proteinas aument6 en el grupo Dieta+CCly
(Fig. 13A). Notablemente, la administracion de AN redujo significativamente los niveles de
inmunofluorescencia NLRP3 (p = 0.0151), caspasa-1 (p = 0.0010), IL-1B (p = 0.0008), IL-
18 (»=0.0015) y la co-localizacion de las proteinas anteriormente mencionadas. Esto sugiere
fuertemente que el tratamiento con el AN disminuye la activacidon del inflamasoma NLRP3

y las proteinas blanco involucradas en esta via de sefializacion (Figs. 11-13).
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Figura 11. Efecto del AN sobre el ensamblaje del inflamasoma NLRP3.

(A) Iméagenes representativas del andlisis de inmunofluorescencia para detectar a las proteinas NLRP3 y
caspasa-1 en secciones de higado de todos los grupos de estudio. Los nticleos fueron tefiidos con DAPI (azul).
Los rectangulos blancos indican la co-localizacion entre NLRP3 y caspasa-1 de las sefiales positivas.
Magnificacion: 40X. (B) Cuantificacion de la intensidad de la fluorescencia de NLRP3 y caspasa-1. En las
graficas las barras representan la media de 3 ratas + EE. (a) Diferencia significativa comparado con el control
y (b) con Dieta+CCly; p < 0.05. NLRP3: Receptor tipo NOD que contiene el dominio de pirina; DAPI: 4°,6-
diamidino-2-fenilindol; AN: Acido nicotinico; Dieta+CCly: Dieta alta en grasa, azucar suplementada con

colesterol y administracion de una dosis baja de CCl.
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Figura 12. Efecto de la administracion del AN sobre los niveles de la caspasa-1y la IL-1B y su

co-localizacion.

(A) Imagenes representativas del analisis de inmunofluorescencia para detectar caspasa-1 e IL-1 de todos los
grupos de estudio. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI (azul). Los rectangulos blancos indican la co-
localizacion entre la caspasa-1 y la IL-1 de las sefiales positivas. Magnificacion: 40X. (B) Cuantificacion de
la intensidad de la fluorescencia de la caspasa-1 e IL-1p. En las graficas las barras representan la media de 3
ratas + EE. (a) Diferencia significativa comparado con el control y (b) con Dieta+CCly, p < 0.05. IL:
Interleucina; DAPI: 4’,6-diamidino-2-fenilindol; AN: Acido nicotinico; Dieta+CCly: Dieta alta en grasa, azicar

suplementada con colesterol y administracion de una dosis baja de CCly.
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Figura 13. Efecto del AN sobre los niveles hepaticos de las proteinas caspasa-1 e IL-18 asi como

su co-localizacion.

(A) Imagenes representativas del analisis de inmunofluorescencia para detectar caspasa-1 e IL-18 de todos los

grupos de estudio. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI (azul). Los rectangulos blancos indican la co-

localizacion entre la caspasa-1 y la IL-18 de las sefiales positivas. Magnificacion: 40X. (B) Cuantificacion de

la intensidad de la fluorescencia de la caspasa-1 e IL-18. En las graficas las barras representan la media de 3

ratas + EE. (a) Diferencia significativa comparado con el control y (b) con Dieta+CCly, p < 0.05. IL:

Interleucina; DAPI: 4°,6-diamidino-2-fenilindol; AN: Acido nicotinico; Dieta+CCly: Dieta alta en grasa, aziicar

suplementada con colesterol y administracion de una dosis baja de CCla.

41



9.7 El AN disminuye los cambios patologicos hepaticos y atenua la fibrosis,

inducidos con la Dieta + CCly

La tincion tricromica de Masson muestra que la administracion de la Dieta + CCls incrementa
la acumulacion de las fibras de colagena en tejido hepatico. Sin embargo, el tratamiento con
el AN previno significativamente (p = 0.0207) este incremento (Fig. 14A y 14B). Para
corroborar este hallazgo, se cuantificaron los niveles de hidroxiprolina en muestras de
higado. De manera similar a los resultados obtenidos con la tincioén de tricrémica de Masson,
los niveles de hidroxiprolina se elevaron significativamente (p = 0.0001) en el grupo con
EHNA comparado con el grupo control, mientras que el tratamiento con el AN previno este
fendomeno (p =0.0113) (Fig. 14C). No se observaron cambios histologicos en el grupo tratado
unicamente con el AN. Por otra parte, para evaluar la capacidad fibrinolitica del higado, se
midid la actividad de las MMP 2 y 9 por medio de zimografias (Fig. 14D). La actividad de
la MMP-2 increment6 significativamente (p = 0.0013) después de la administracion de la
Dieta + CCly; sin embargo, la administraciéon del AN mostré un efecto preventivo parcial
pero significativo (p = 0.0277) en la actividad de esta enzima (Fig. 14E). Mientras que la
elevacion de la actividad de la MMP-9 por el tratamiento con Dieta+CCls no fue prevenida

por el tratamiento con el AN.
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Figura 14. Efecto del AN sobre la fibrosis hepatica inducida en el modelo de la EHNA.

(A) Imagenes representativas de la tincion tricromica de Masson. (B) Cuantificacion del area positiva de la
tincion de tricromica de Masson, en la grafica las barras representan la media de 3 ratas + EE. (C) Nivel de
colagena hepatica total, en la grafica las barras representan la media de 8 ratas + EE. (D) Zimografia para
detectar la actividad enzimatica de la MMP-2 (E) y la MMP-9 (F). En las graficas las barras representan la
media de 3 ratas + EE. (a) Diferencia significativa comparado con el control y (b) con Dieta+CCly, p < 0.05.
MMP: Metaloproteinasa; AN: Acido nicotinico; Dieta+CCly: Dieta alta en grasa, azficar suplementada con

colesterol y administracion de una dosis baja de CCly.
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9.8 El AN previene la activacion de las células estelares hepaticas

La figura 15A muestra el andlisis por medio de IHQ de tejido hepatico. El tratamiento con la
Dieta + CCls incrementd los niveles de TGF-B (p = 0.0006) y de a-SMA (p = 0.0001) (Fig.
15B y 15C) ambos comparados con los grupos control y NA. Estos incrementos fueron
prevenidos por medio del tratamiento con AN en los animales sometidos al modelo de
EHNA. Los andlisis de western blot confirmaron estos hallazgos, lo niveles de proteina
fueron incrementados significativamente en el grupo de Dieta+CCls (TGF-B: p = 0.0013; a-
SMA: p = 0.0115; col-1: p = 0.0257). Sin embargo, el tratamiento con AN previno
parcialmente la elevacion de los niveles de TGF-f (p = 0.0131) (Fig. 15D), pero fue capaz
de preservar los niveles de a-SMA (p = 0.0072) (Fig. 15E) y de col-1 (p =0.0279) (15F) en

niveles basales.
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Figura 15. Efecto del AN sobre la fibrosis hepatica producida en los animales con EHNA.

(A) Imagenes representativas de la tincion tricromica de Masson. (B) Cuantificacion del area positiva de la
tincion de las fibras de colagena. En la grafica las barras representan la media de 3 ratas + EE. (C) Nivel de
colagena hepatica total, en la grafica las barras representan la media de 8 ratas + EE. (D) Zimografia para
detectar la actividad enzimatica de la MMP-2 (E) y la MMP-9 (F). En las graficas las barras representan la
media de 3 ratas + EE. (a) Diferencia significativa comparado con el control y (b) con Dieta+CCly, p < 0.05.
MMP: Metaloproteinasa; AN: Acido nicotinico; Dieta+CCly: Dieta alta en grasa, aziicar suplementada con

colesterol y administracion de una dosis baja de CCly.
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9.9 La activacion de las células estelares es mediada por el NLRP3 y

atenuada por el AN

Para evaluar el papel del inflamasoma NLRP3 en la activacion de las HSCs, se determinoé la
interaccion entre el NLRP3 y el a-SMA por medio de un andlisis de inmunofluorescencia en
tejido hepatico. La figura 16 muestra la intensidad de fluorescencia de las proteinas NLRP3
y a-SMA, las cuales incrementaron significativamente (NLRP3: p = 0.0287; a-SMA: p =
0.0003) en muestras del grupo de Dieta+CCls (Fig. 16B). Ademas, se observd una co-
localizacion elevada entre ambas proteinas en muestras hepaticas de los animales tratados
con la Dieta+CCls. Notablemente, el tratamiento con el AN atenuo significativamente la co-
localizacion entre NLRP3 y a-SMA (NLRP3: p = 0.0495; a-SMA: p = 0.0004) (Fig. 16A).
El tratamiento con el AN no modificé ninguno de los parametros anteriormente mencionados,
comparandolos contra el grupo control. Estos resultados sugieren que el inflamasoma NLRP3

induce la activacion de las HSCs.
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Figura 16. Efecto del AN sobre la activacion de las HCSs inducida por el inflamasoma NLRP3.

(A) Micrografias representativas del analisis de inmunofluorescencia de las proteinas NLRP3 y a-SMA en
tejido hepatico de todos los grupos experimentales. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI (azul). Los
rectangulos blancos indican la co-localizacion entre NLRP3 y a-SMA de las sefiales positivas. Magnificacion:
40X. (B) Cuantificacion de la intensidad de la fluorescencia del NLRP3 y a-SMA. En la grafica las barras
representan la media de 3 ratas + EE. (a) Diferencia significativa comparado con el control y (b) con Dieta+CCly,
p <0.05. NLRP3: Receptor tipo NOD que contiene el dominio de pirina; DAPI: 4’,6-diamidino-2-fenilindol;
AN: Acido nicotinico; Dieta+CCly: Dieta alta en grasa, azlicar suplementada con colesterol y administracion

de una dosis baja de CCls.
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9.1.1 El acoplamiento molecular muestra las interacciones del AN con

posibles blancos terapéuticos

Como se muestra en la figura 17, el analisis de acoplamiento molecular del AN muestra una
energia de unién media de -3.9 kcal/mol, asi como la interaccion entre el AN y el TLR4. La
principal interaccion del AN con el TLR4 fue entre los aminoacidos GLU169, VAL197 y la
SER172 (Fig. 17A). La energia de union entre el receptor para el factor de necrosis 1
(TNFR1) y el AN (Fig. 17B) mostrd una energia media de unién de -3.8 kcal/mol e
interactuando con LEU67, ALA62, LYS32 y ASNG65.

La energia del acoplamiento molecular entre el AN y p65 (NF-kB) fue de -4.7 kcal/mol y las
principales interacciones fueron con los aminoacidos PHE119, CSO38, ILE168 y ARG41
(Fig. 17C). De manera notable, la union entre el AN y el NLRP3 obtuvo una energia de
acoplamiento de -5.8 kcal/mol interactuando con los aminoacidos LEU171, ILE234, PHE373
y PRO412 respectivamente (Fig. 17D). Por otra parte, el acoplamiento molecular del ASC
con el AN mostr6 una energia de unidn de -4.3 kcal/mol, interactuando con los residuos de
los aminoacidos PHEG63, ILE168 y LYS174 (Fig. 17E).

La energia de union de la caspasa-1 y el AN fue de -4.5 kcal/mol interactuando con los
residuos de aminodcidos ARG179, SER236, HIS237, GLN283, CYS285 y ARG341 (Fig.
17F).

Ademas, la IL-1p (Fig. 17G) y la IL-18 (Fig. 17H) mostraron una energia de union de -4.3
y -4.6 kcal/mol respectivamente, interactuando con SER125, PRO131 y PHE133 para IL-1f
y con PRO57, ARG58, GLY59, ALA61 y THR113 para la IL-18. La energia de acoplamiento
de la GSDMD con el AN fue de -4.3 kcal/mol, interactuando con los residuos de aminoacidos
PRO36, TYR37 y SER60 (Fig. 171).

La figura 18 muestra el acoplamiento molecular del AN con el P2X7R y con TXNIP, las
energias de acoplamiento fueron -5.8 (Fig. 18A) y -5.2 (Fig. 18B) kcal/mol, respectivamente,
interactuando con VAL102, TYR105, SER156, VAL190, y CYS194 para P2X7R; mientras
que para TXNIP las interacciones fueron con VAL44, LEU77 y VALS9. Las energias de

unién correspondientes se muestras en la tabla 4.
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Figura 17. Acoplamiento molecular del AN con proteinas involucradas en la via del

inflamasoma NLRP3/piroptosis.

Energias de union e interaccion de aminoacidos entre AN y TLR4 (A), TNFR1 (B), p65 (C), NLRP3 (D), ASC
(E), caspasa-1 (F), IL.1B (G), IL-18 (H) y GSDMD (I).
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Figura 18. Acoplamiento molecular del AN con proteinas involucradas en la activacion de la via
del inflamasoma NLRP3.
Energias de unidn e interaccion de aminoacidos entre AN y P2X7R (A) y TXNIP (B).

Tabla 4. Resultados del acoplamiento molecular del AN con proteinas involucradas en

la via del inflamasoma NLRP3/piroptosis.

, ID . Tamaiio .
Proteina PDB Vina Score  Centro (X,y,z) (x,y,2) Interacciones
TLR4 3FXI -4.0 25'63 -52.35, 15,15,15 GLU169pi.an; SER172p; VAL197p
-9.61, 26.33,
TNFR1 27JC -3.7 531 10,10,10 LYS32p; ALA62np; ASNG65p; LEU67np
18.75, 22.49, - CSO38p, pi-cat; ARG41np; PHE119np;
p65 (NF-xB) 6YPY -4.7 0.17 10,10,10 ILE168xp
21.32, 33.51, LEUI171xp; ILE234np; PHE373np;
NLRP3 7TALV -5.8 13821 15,15,15 PRO412xp
ASC 2KN6 4.3 -15,0.1,-13 17,17,17 PHEG63n~p; ILE168np; LY S174np
33.09, 60.69, ARG179p; SER236p; HIS237p;
Caspasa-1 ~ IRWK 4.5 4.87 212,12 GIN283p; CYS285xp; ARG34 e
IL-1B 1ITB -4.3 30,-2,7 15,15,15 SER125p; PRO131p; PHE133np
IL-18 3F62 -4.6 10, 5, 14 14,14,14 PROS57np; GLY 59p; ALAO6NP
GSDMD 6N9O -4.3 18, -40, 80 20,20,20 PRO36np; TYR37np; SER6G0P
17,101.02, VAL102np; TYR105np; SER156p;
P2XTR 4NTJ -8 50.65 15,15,15 VAL190np; CY S194pi-cat
TXNIP 4GEI -5.2 17, 39, -8 19,19,19 VAL44p; LEU77xp; VAL89Np

p. interacciones polares, np: interacciones no polares, picat: interacciones pi-cation, pi-an:
interacciones pi-anion.
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10 Discusion

Con el fin de proponer nuevos compuestos capaces de combatir a la EHNA, se decidio
investigar los efectos benéficos del AN en un modelo experimental de esta enfermedad
desarrollado recientemente por nuestro grupo de trabajo [42]. Ademas, nos propusimos
determinar si el mecanismo de accidon de este compuesto esta asociado con su habilidad para
interferir con la via del inflamasoma NLRP3/piroptosis. Encontramos que el AN atenua la
severidad de la EHNA experimental y que el mecanismo molecular mas probable es la
intervencion a diferentes niveles en el proceso de activacion de la via del inflamasoma
NLRP3/piroptosis, conducente a la disrupcion del proceso proinflamatorio y la prevencion
del dafio hepatocelular y la fibrosis.

El higado graso simple es una fase reversible de la enfermedad que puede progresar a EHNA,
una etapa avanzada que puede resultar en cirrosis, CHC, y la muerte del paciente [43]. Este
resultado se debe en parte a la activacion de un proceso proinflamatorio progresivo que
desencadena otras alteraciones en el higado, como la fibrosis y la cirrosis; asi pues, la
activacion de las vias de sefializacion proinflamatorias desempeiia un papel clave en la
progresion de la EHNA y representa un atractivo blanco terapéutico [11,44]. Previamente
reportamos que una dosis baja semanal de CCl4, como la usada en este estudio o la dieta
hepatopatogénica no inducen inflamacion o fibrosis cuando se usan por separado; sin
embargo, cuando estas se combinan, se observd una fuerte respuesta inflamatoria y
profibrogénica [42]. Generalmente es aceptado que la sefializacion de la via del inflamasoma
NLRP3 juega un papel fundamental en el desarrollo de la EHNA [42,45,46]. Por lo tanto, el
bloqueo observado de la via del inflamasoma NLRP3/piroptosis por medio del AN puede ser
una valiosa terapia para tratar pacientes con EHNA; sin embargo, se necesitan mas estudios
antes de recomendar al AN como un tratamiento Util y eficaz para la EHNA en humanos.

El AN, también conocido como niacina o vitamina B3, se encuentra en vegetales,
leguminosas y carne [47]. El AN es un compuesto soluble derivado de la piridina y es
precursor de las coenzimas NAD y la nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato (NADP).
NAD y NADP estan involucradas en reacciones catabdlicas y anabolicas de los
carbohidratos, grasas y colesterol [48]. El AN ha sido utilizado como tratamiento para la

dislipidemia debido a la habilidad que tiene para disminuir los niveles de las lipoproteinas de
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baja densidad y de los triglicéridos, también por favorecer los niveles de lipoproteinas de alta
densidad [48].

El modelo de EHNA usado en esta investigacion caus6 una gran acumulacion de lipidos y
fibrosis comparado con otros modelos reportados [42]. Previamente, la dosis de AN utilizada
en este estudio mostrd efectos antiinflamatorios y antifibroticos en un modelo de dafio
hepatico inducido con tioacetamida [32]. A pesar del gran efecto antiinflamatorio y
antifibrético del AN observados en este estudio, este fiarmaco no mostré propiedades
antiesteatdticas, por lo que se sugiere que el principal efecto benéfico del AN es por medio
de la habilidad para inhibir la via del inflamasoma NLRP3/piroptosis en lugar de modular la
via metabolica de los lipidos. Existe evidencia que respalda los efectos antioxidantes,
antinflamatorios, antifibréticos y antidislipidémicos del AN [32,48,49,50]. Sin embargo, la
evidencia de los efectos antiesteatdticos por parte del AN no es concluyente. Algunos
estudios han demostrado que los efectos antiesteatoticos del AN unicamente se han
observado utilizando altas dosis de este farmaco [51, 52, 53] las cuales en humanos se
consideran como dosis toxicas. En este estudio, se utilizé una dosis relativamente baja de
AN, la cual ha sido una dosis efectiva para prevenir inflamacion y fibrosis hepatica [31], sin
embargo, no fue capaz de tener un efecto antiesteatotico. Similarmente, algunos ensayos
clinicos han demostrado que una dosis baja de AN no es eficaz para disminuir los niveles de
triglicéridos o higado graso [53]. En congruencia con la falta de efecto sobre la esteatosis
hepética que se observo en este estudio, las proteinas relacionadas con el metabolismo de los
lipidos (SREBP-1c y PPAR-a) no fueron modificadas con el tratamiento de AN. Cabe
destacar que el higado graso simple se considera una enfermedad benigna reversible, sin
embargo, puede progresar a EHNA y CHC como consecuencia de la activacion del proceso
inflamatorio. De manera interesante, éste fue bloqueado eficazmente por el AN y previno el
progreso de la enfermedad a estados mas graves.

Reportes previos han demostrado que la via de sefalizacion del inflamasoma
NLRP3/piroptosis esta estrechamente relacionado en la progresion de un simple higado graso
hacia EHNA y fibrosis [54,55,56]. En este estudio, se confirmé que la activacion de la via
del inflamasoma NLRP3/piroptosis es esencial para la progresion en nuestro modelo
experimental de EHNA. Hallamos que este modelo incrementa los niveles de NLRP3, ASC

y caspasa-1, y exacerbo la produccion y la liberacion de citocinas como TNF-a, IL-1f e IL-
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18 que inducen inflamacioén y fibrosis. Nuestros principales hallazgos sugieren que la
administracion del AN previene la progresion de la EHNA experimental por medio de la
inhibicion de la activacion de la via del inflamasoma NLRP3/piroptosis. Estos resultados
son consistentes con lo reportado por Li y colaboradores [31], quienes demostraron la
habilidad del AN para inactivar la via del inflamasoma NLRP3 por medio de la proteina
SIRTT1 en células endoteliales. Ademas, Ganji et al. [49] demostraron que el AN es capaz de
disminuir los niveles de IL-18 en cultivos celulares de hepatocitos. Destacadamente, por
primera vez, encontramos que el AN no solamente es capaz de disminuir la activacion de la
via de sefializacion del inflamasoma NLRP3 sino también previene la elevacion en los niveles
de GSDMD e inhibi6 la piroptosis. Por lo que proponemos que el AN previene la EHNA al
ser un farmaco multiobjetivo. Por una parte, mediante la disminucion de los niveles de
NLRP3 y NF-kB, y, por otra parte, por medio de la interaccion directa del AN con el NF-«kB,
previno la translocacion de este factor de transcripcion hacia el ntcleo celular y como
consecuencia la transcripcion de NLRP3, TNF-a, pro-IL-1p y pro-IL-18.

Adicionalmente, la union entre el AN y el receptor TLR4 podria disminuir la sefializacion
del NF-«B; asi, las interacciones del AN con NLRP3, ASC, caspasa-1, IL-1B, IL-18 y
GSDMD podrian incrementar la actividad hepatoprotectora de este farmaco, como lo
sugieren los andlisis de acoplamiento molecular. La disociacién del TXNIP y su unién con el
NLRP3 dispara la activacion del inflamasoma [22]. Por lo tanto, basandonos en el andlisis
del acoplamiento molecular, nuestros resultados mostraron que el AN posee una gran
afinidad por TXNIP, lo que sugiere que este farmaco podria también atenuar la activacion del
inflamasoma NLRP3 a través de un mecanismo que involucra directamente la interaccion
con diversas moléculas implicadas en esta via inflamatoria. Sin embargo, es necesario
realizar investigaciones in vivo e in vitro que puedan validar esta hipdtesis.

Ademés, descubrimos que el fuerte efecto antifibrotico del AN estd asociado con la inhibicion
de la activacion de las HSCs. El TGF- [56], NLRP3, IL-1P e IL-18 [58,59] son citocinas
conocidas por ser potentes disparadoras de la activacion de las HSCs, lo cual conduce al
desarrollo de la fibrosis hepatica. Ademads, nuestros resultados muestran que el AN atentia
los niveles de TGF-B e inhibiendo la via del inflamasoma NLRP3/piroptosis, lo que puede

ser otro probable mecanismo de accion antifibrotico.

53



Existen diversos modelos animales de EHNA [60,61,62], los cuales ofrecen tanto ventajas
como desventajas. Recientemente desarrollamos un modelo experimental que fue utilizado
que fue completamente caracterizado [63]. Una de las ventajas de este modelo, ademas del
corto tiempo de experimentacion, es que reproduce las diferentes etapas de la EHNA en
humanos, incluyendo la inflamacién y la activacion del inflamasoma NLRP3, que es uno de
los blancos terapéuticos del AN para atenuar la EHNA como lo observamos en este estudio.
También sugerimos que el AN deberia ser evaluado en otros modelos animales de EHNA,
donde se incluya el modelo de la dieta western, el modelo STAM vy el de la dieta deficiente
en metionina-colina [60] para investigar mas a fondo estas propiedades benéficas, los
mecanismos y efectos secundarios antes de ser utilizado como tratamiento de la EHNA en

humanos.

11 Conclusion

En conclusion, este estudio provee una fuerte evidencia de la capacidad antiinflamatoria y
antifibrética del AN en la progresion de la EHNA experimental y fundamenta el camino para
el tratamiento de esta enfermedad hepatica. La inhibicién de la activacion de la via de
sefalizacion del inflamasoma NLRP3 por medio del AN previene la piroptosis Yy,
consecuentemente, la fibrosis hepatica. Adicionalmente, debido al perfil de seguridad de este
farmaco, nuestros resultados sugieren fuertemente que podria ser utilizado en el tratamiento
de EHNA en humanos. No obstante, son necesarios mas estudios bésicos y clinicos para
elucidar mecanismos adicionales involucrados en la atenuacion de moléculas clave
implicadas en la progresion de EHNA, como la activacion del NLRP3. La figura 19 muestra
un resumen pictografico de los posibles mecanismos propuestos por los cuales el AN atenta

la EHNA en un modelo in vivo.
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Figura 19. El AN atentia la EHNA mediante la modulaciéon de la via del inflamasoma
NLRP3/piroptosis.

Esta imagen muestra los posibles mecanismos moleculares por los cuales el AN atentia la EHNA. El modelo de
EHNA induce la liberacion de PAMPs y DAMPs que posteriormente activan la via del inflamasoma NLRP3.
Estos PAMPs o DAMPs se unen con TLR4 y el TNF-a con TNFR. Esta interaccion activa al NF-xB. El
acoplamiento molecular sugiere que el AN se une débilmente con el TLR4 y el TNFR, por lo que la unién del
AN con el NF-kB disminuye la transcripcion de NLRP3, pro-IL-1p y pro-IL-18. El complejo NLRP3
inflamasoma puede ser activado por colesterol y con la unién del ATP con P2X7R, provocando el flujo de K*y
la activacion de TXNIP mediante las ERO. Sin embargo, el AN se une tanto a P2X7R como a TXNIP para
prevenir la oligomerizacion entre el NLRP3, ASC y la pro-caspasa-1, para asi evitar la activacion de este
complejo. Posteriormente el AN es capaz de disminuir la maduracion de las interleucinas y la GSDMD al
impedir la activacion del inflamasoma NLRP3 y la piroptosis. Por otra parte, el AN también previno la
activacion de las HSCs al disminuir el TGF-fB y como consecuencia previno la fibrogénesis. DAMPs:Patrones
moleculares asociados a daiio; PAMPs: Patrones moleculares asociados a patégenos; TLR4: Receptor tipo Toll-
4; TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa; TNFR1: Receptor 1 del factor de necrosis tumoral; NF-«kB: Factor
nuclear kappa B; NLRP3: Receptor tipo NOD que contiene el dominio de pirina; IL: Interleucina; ASC:
Proteina tipo speck asociada a la apoptosis; ATP: Adenosin; P2X7R: Receptor purinérgico 7; TXNIP: Proteina
que interactia con la tiorredoxina; GSDMD: Gasdermina D; GSDMDi: Gasdermina D inactiva; GSDMD-N:
Gasdermina D activa; TGF-f: Factor de crecimiento transformante beta; HSCs: Células estelares hepaticas; a-

SMA: Alfa actina de musculo liso alfa; MEC: Matriz extracelular.
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