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RESUMEN

La esteatohepatitis no alcohodlica (EHNA) es una enfermedad crénica del higado
originada a partir de un higado graso simple, consecuencia de un mal habito
alimenticio y un estilo de vida sedentario. La EHNA se caracteriza por la presencia
de esteatosis, inflamacion y puede o no existir fibrosis. En los afios recientes, esta
es una de las enfermedades que ha tomado mucho interés, debido a la alta relacién
con el cancer de higado. El cancer de higado es una enfermedad terminal con un
bajo prondstico, debido a que en la mayoria de los casos es detectada en la etapa
avanzada. El cancer hepatocelular (CHC) representa aproximadamente el 90% de
los tipos de cancer de higado. En la actualidad, los compuestos utilizados en el
tratamiento contra este tipo de cancer pueden producir resistencia celular y
toxicidad. Por lo que es necesario investigar nuevos compuestos que pudieran ser
eficaces, seguros y econémicos para combatir esta patologia. La metformina y la
diosmina son farmacos que han llamado la atencion de investigadores, debido a sus
propiedades antiinflamatorias y anticancerigenas. Los estudios llevados a cabo con
el uso de estos farmacos demuestran su potencial sobre diversos tipos de cancer.
Por lo que en este trabajo exploramos los efectos de estos compuestos
individualmente y en combinacién en un modelo de EHNA que conduce a CHC. El
modelo de EHNA que conduce a CHC, fue llevado a cabo en ratas Fischer 344
machos, a las cuales se les administraron el tetracloruro de carbono (CCls), la
dietilnitrosamina (DEN) y la dieta alta en grasas, colesterol y carbohidratos simples
(dieta). El grupo de ratas que recibié los hepatotéxicos mostré alteraciones a nivel
macroscopico y microscopico del higado y un aumento en las actividades
enzimaticas de los marcadores de dafio hepatico, la cantidad de la colagena y los
lipidos. La administracion de la metformina y la diosmina previno la acumulacién
excesiva de los lipidos en el higado, Por otro lado, cuando los compuestos fueron
administrados individualmente a las ratas sanas, la diosmina aumento el nivel de la
actividad de la enzima alanina aminotransferasa (ALT), y la metformina aumento el
nivel de glucosa sérica. Los tumores en el higado no fueron observados. Se
concluye que, la combinacion de estos compuestos son candidatos para el

tratamiento del CHC, sin embargo, se necesitan realizar mas estudios.
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ABSTRACT

Non-alcoholic steatohepatitis (NASH) is a chronic liver disease that results from a
simple fatty liver caused by bad eating habits and a sedentary lifestyle. NASH is
characterized by steatosis, and inflammation, with or without fibrosis. Recently,
NASH has gained much attention because of its high prevalence and the risk of liver
cancer development. Liver cancer is a terminal disease with low prognostic because
it is frequently detected at advanced stages and the lack of effective therapies.
Hepatocellular carcinoma (HCC) represents 90% of all types of liver cancer. At
present, drugs used to treat HCC are not 100% effective and produce cell resistance
and toxicity. Hence, it is necessary to search for effective, safe and economical
compounds to treat this disease. Metformin and diosmin have attracted the attention
of researchers because of their anti-inflammatory and anticancer properties. Both
metformin and diosmin have demonstrated significant beneficial effects on other
types of malignancies. Therefore, we aimed to explore the effects of these
compounds, administered individually and in combination in a model of NASH
leading to HCC. We used Fischer-344 male rats, who were administered carbon
tetrachloride (CCls), diethylnitrosamine (DEN), and a high fat, cholesterol and
carbohydrate diet (diet). The group of rats that received the diet and hepatotoxins
showed macroscopic and microscopic alterations in the liver, elevation of enzymatic
activity of liver injury markers, hepatosteatosis, and exacerbated collagen deposition
within the hepatic parenchyma. Treatment with metformin and diosmin improved
some parameters altered by NASH-HCC protocol, but not all of them. The best result
was observed against fatty liver, where the simultaneous administration of both
drugs produced a better effect than any drug administered individually. Some
undesired effects were also found, such as treatment with diosmin in healthy rats,
which increased alanine aminotransferase (ALT) activity, and metformin significantly
increased blood glucose levels when administered to control rats. No evidence of
tumors was detected. It is concluded that both drugs have the potential to treat

NASH- driven HCC; however, more research is needed before concluding.
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I. INTRODUCCION

1.1. El higado a través del tiempo

El higado a principios de los tiempos fue considerado el 6rgano mas importante del
cuerpo humano. Los griegos creian que este 6rgano albergaba el alma con
funciones emocionales y mentales, esto debido a su localizacion y alta irrigacion de
la sangre (1,2). Los babilonios, los etruscos, los griegos y los romanos consideraban
al higado como el 6rgano que predecia el futuro, basados en la morfologia y la

superficie del higado de los animales sacrificados (1,2).

Los rituales babildnicos se originaron hace aproximadamente 3,000 A.C. por lo que
a partir de ese tiempo se comenz6 a estudiar la anatomia del higado por el interés
de localizar el alma. Los sacerdotes de Babilonia elaboraron la forma del higado con

arcilla (Fig. 1), para instruir a los aspirantes a sacerdocio (1).

Fig. 1 Los modelos mesopotamicos del higado en arcilla. La superficie diafragmatica y

visceral del higado en arcilla para instruir a aprendices de sacerdocio. Imagen tomada de

).

Los griegos en la antigliedad eran conscientes de la capacidad regenerativa del
higado. Prometeo es un personaje legendario, quien aparentemente intentd
burlarse del dios Zeus, robandole el fuego para darselo a la humanidad. Zeus
castigd a Prometeo encadenandolo a una piedra en la cima de la montafia del
Caucaso, donde de dia un aguila consumia una parte de su higado, y por las noches
éste se regeneraba recibiendo asi una tortura eterna (Fig. 2) (3). Otro mito menos

conocido fue el del gigante Ticio quien sufrio el mismo castigo que recibio Prometeo

).
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Fig. 2 El castigo de Prometeo. El aguila descendia a consumir parte del higado de
Prometeo en el dia y por las noches el higado se regeneraba, y asi continuamente todos
los dias para continuar la tortura de Prometeo. Imagen tomada de (3).

1.2. El higado

El higado es un érgano importante en el cuerpo humano, se ubica por debajo del
lado derecho del diafragma y se extiende hacia el lado izquierdo. Es un 6rgano con
una forma triangular y un tejido suave de color marrén. El higado se encuentra
dividido en cuatro l6bulos: el derecho, el izquierdo, el caudado y el cuadrado (4). El
ligamento falciforme divide al higado en dos |6bulos: el derecho y el izquierdo, y lo
une a la parte posterior de la pared abdominal (4,5). El higado tiene un peso
aproximado de 1.3-1.7 Kg en personas adultas dependiendo del sexo, y representa

el 2% del peso corporal (6).

El higado es un érgano esencial para mantener la homeostasis del cuerpo mediante
las funciones de detoxificacion, el uso y el almacenamiento de la glucosa, el
metabolismo de nutrientes, la sintesis de proteinas séricas y hormonas, la

regulacion de lipidos y la formacion de la bilis, entre muchas otras (4,7).

1.2.1. Los tipos celulares del higado

El lobulillo hepatico es la unidad estructural del higado, tiene una forma hexagonal
y contiene a las células hepaticas (Fig. 3). En los vértices del lobulillo hepético se
encuentra la triada portal conformada por la vena porta, la arteria hepatica y el

conducto biliar. El sinusoide se encuentra conformado por cordones de hepatocitos

14



gue se extienden desde la triada portal hacia la vena central. La sangre de la arteria
hepatica y la vena porta pasan a través del sinusoide y desembocan en la vena
central (4,8).

El acino hepatico de Rappaport es la unidad funcional del higado formada de dos o
mA&s venas centrales y las triadas portales, formando dos o mas tridngulos (9). El
sinusoide recibe la sangre que proviene de la arteria hepdatica y la vena porta, y
forma un gradiente de concentracion de oxigeno y nutrientes. El oxigeno y los
nutrientes son metabolizados por zonas especificas del acino hepatico “zonacién
metabdlica”, donde cada zona tendra una funcion diferente (4,8). La zona 1 se
encuentra cerca de la triada portal y recibe la mayor parte de oxigeno y nutrientes.
Ademas, se encarga de la gluconeogénesis, la ureogénesis, la p-oxidacion y la
sintesis de colesterol. La zona 2 proporciona hepatocitos a las zonas 1 y 3 cuando
estas reciben dafios. Mientras que la zona 3 se encuentra cerca de la vena central,
por lo que recibe menos oxigeno y nutrientes, ademas, es la encargada de la
glucdlisis, la lipogénesis, el metabolismo de farmacos, la sintesis de la glutamina y
de los acidos biliares (4,7,10,11).

A B colangiocito Célula .
o) o N endotelial Hepatocito
(@] O Yo" % Vena porta
(@] Zona1 (@) / Sinusoide Vena central
Conducto .
Zona2 biliar (/ >
—
. ——
K:'V%/%‘;; i
o Zona3 o S - \f',\ QL »Q,lj),}ﬂif 1°)
Arteria hepatica Célula Célulade
o ..@ (@)
(@] s iy 0 estelar Kupffer
Triada portal
O Arteria hepética
O Vena porta
O conducto biliar
(e} (e}
O O
O O

Fig. 3 El lobulillo hepatico y la zonacién metabdlica. A) Es la unidad estructural del
higado y tiene una forma hexagonal, en los vértices se encuentra la triada portal que se
conforma por la arteria hepética, la vena porta y el conducto biliar. Ademds, cuenta con una
vena central, la cual ayuda a transportar la sangre hacia la vena cava. La zonacién

metabdlica cuenta con 3 zonas distribuidas por el sinusoide (zona 1, zona 2 y zona 3),
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donde cada zona realiza funciones diferentes. B) Los diversos tipos celulares del higado se
encuentran presentes en el sinusoide y son los encargados de llevar a cabo las funciones
del higado. El flujo de la sangre de la vena porta y la arteria hepatica son combinados cerca
de la zona 1y transportados hasta la vena central. Por el contrario, la bilis tiene un flujo de
direccion invertido a la sangre. Imagen modificada de (8).

Las células del higado se dividen en dos diferentes tipos, las células
parenquimatosas conformadas por los hepatocitos y las células no
parenquimatosas que incluyen a los colangiocitos, las células estelares, las células

endoteliales, las células de Kupffer y las células natural killer (Fig. 4) (12).

EVDOTHEL/AL
CELLS

YEPATOCYTES

CAMALICULS

Fig. 4 Los tipos celulares del higado. Las células presentes en el higado como los
hepatocitos, las células endoteliales, las células estelares y las células del sistema
inmunoldgico como las células de Kupffer y las células natural killer mantienen las funciones

de este 6rgano. Imagen tomada de (4).

e Los hepatocitos

Los hepatocitos son las principales células del higado y la mayoria de las funciones
gue se le conocen al 6rgano se llevan a cabo en estas células (8). Estas células

representan aproximadamente el 80% de la relacion masa/volumen del higado (13).

Los hepatocitos realizan diversas funciones como el metabolismo de xenobidticos y

nutrientes, la sintesis de proteinas y la neutralizacion de antigenos. En condiciones

16



normales pueden actuar como células presentadoras de antigeno, ya que exhiben
receptores inmunoldgicos en su membrana (14). También cuentan con un gran
potencial de regeneracion y reparacién, esto mantiene las funciones normales del
higado (7,15).

Los hepatocitos en los humanos tienen una esperanza de vida de aproximadamente
3 afos. Sin embargo, cuando los hepatocitos sufren algun dafio deben ser

reemplazados de inmediato para mantener el funcionamiento del higado (15).
e Los colangiocitos

Los colangiocitos son células que se encuentran en el epitelio de los conductos
biliares, muestran su mayor funcibn en ese mismo sitio (8). Estas células
representan entre el 3-5% de las células totales del higado y son las responsables
de producir el 40% de la bilis (16).

Los colangiocitos conforman la red biliar, la cual se encarga de transportar la bilis.
La bilis inicia el viaje a partir del canaliculo biliar localizado entre las membranas de
los hepatocitos. La bilis viaja a la periferia del lobulillo hepético, y entra a los
conductos biliares terminales o también llamados canales de Hering. Los canales
de Hering depositan la bilis en los conductos biliares interlobulares. Estos ultimos
conductos forman una red, donde el tamafio aumenta conforme se acercan al tracto
portal (13).

e Las células estelares

Las células estelares son células residentes del higado que se encuentran en el
espacio de Disse, ubicado entre los hepatocitos y las células endoteliales (6,16).
Las células estelares pueden existir en estado quiescente o activo. Las células
estelares quiescentes tienen la funcién de almacenar a la vitamina A en forma de
retinol en gotas de lipidos (4). También sintetizan, degradan y secretan moléculas
de la matriz sinusoidal (13). Las células quiescentes son activadas cuando existe
un dafo en el higado, pierden la capacidad de almacenar a la vitamina A (8), y

expresan marcadores de procesos fibrogénicos (4).
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Las células estelares activas viajan al sitio donde se sufrio el dafio y liberan diversos
factores como el factor de crecimiento de hepatocitos, el factor de crecimiento
endotelial vascular y el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) que
estimulan la secrecion de colagena tipo I, para producir la cicatrizacion del dafio
(17,18).

e Las células endoteliales

Las células endoteliales comprenden el 3% del volumen total del higado y es una

poblacidn de células planas epiteliales que forman el lumen sinusoidal (4,13).

Las células endoteliales forman poros de 50-180 nm, los cuales permiten el
intercambio de moléculas entre la sangre y los hepatocitos, ademas presentan
funcién de barrera protectora (4,8). Los poros formados por las células endoteliales
se mantienen por sefiales paracrinas y autocrinas de los hepatocitos y las células
estelares (6). Las células endoteliales son conocidas por participar en la endocitosis,
lo que permite el aclaramiento de moléculas de la sangre menores a 200 nm (4).

e Las células de Kupffer

Las células de Kupffer son las principales células del sistema inmunolégico del
higado, estan ubicadas en el lumen sinusoidal y representan entre el 80-90% de
todos los tipos de macréfagos del cuerpo (4,14). Este tipo de células presentan una

proliferacion lenta (13).

Las células de Kupffer contienen lisosomas, microvellosidades, filopodios,
pseuddpodos y vesiculas de pinocitosis en su estructura (13). Estas células
reconocen los estimulos de patdégenos que provienen de la vena porta, y pueden
desencadenar una respuesta anti o proinflamatoria, la cual depende de la

estimulacion (8).

Las células de Kupffer presentan dos morfologias: las células pequefias que se
encuentran en la zona 3 y las células grandes que se encuentran en la zona 1, las
cuales presentan mayor actividad fagocitica (4). Las células de Kupffer una vez

activadas liberan factores inflamatorios como las interleucinas (IL)-183, IL-6 y el
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factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a). Los factores inflamatorios promueven el
reclutamiento de células como los linfocitos, los neutrdéfilos, y otros macrofagos de

la sangre (4).
e Las células natural killer

Las células natural killer son un tipo de linfocitos del sistema inmunoldgico
encontrados en el cuerpo, particularmente en el sinusoide del higado. Este tipo de
células representan entre el 30-50% de los linfocitos del cuerpo (12,14,19). Estas
células son importantes en los procesos infecciosos, la autoinmunidad y los

trasplantes (20).

Las citocinas como la IL-12 y la IL-18 promueven la activacién de las células natural
killer, lo que resulta en la liberacion del interferon gamma, la perforina y la granzima
gue causan la muerte celular (12,14). Las células natural killer generan memoria, la
cual ayuda a que futuros ataques de patdgenos y virus recurrentes sean
neutralizados con mayor efectividad y rapidez (14).

1.2.2. Lairrigacion sanguinea del higado

El higado recibe aproximadamente el 25% del gasto cardiaco, la sangre proviene
tanto de la vena porta como de la arteria hepatica (10,21). Aproximadamente el 25%
de la sangre que recibe el higado proviene de la arteria hepatica, mientras que el

75% restante proviene de la vena porta (6).

La vena mesentérica y la vena esplénica recolectan la sangre de érganos como el
pancreas, el bazo, el tracto gastrointestinal y la vesicula biliar. Después, estas venas
convergen en la vena porta, la cual transporta nutrientes, toxinas y otras sustancias
hacia el higado (4,5,15). La arteria hepatica es una rama del tronco celiaco que

transporta sangre rica en oxigeno hacia el higado (5,11).

La sangre de la arteria hepatica y la vena porta son combinadas antes de fluir sobre
las células del lobulillo, proporciona oxigeno y nutrientes a las células del sinusoide.
Por otro lado, la sangre recolecta los productos metabolizados que son liberados al

lumen sinusoidal, llevados a la vena central y posteriormente a la vena cava (6,8).
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1.3. Las enfermedades cronicas del higado

Los diversos dafios ocasionados a las células del higado llevan al desarrollo de
enfermedades del 6rgano y conducen a la desregulacion de la homeostasis en el
cuerpo (22). Las diversas enfermedades del higado causan alrededor de 2 millones
de muertes al afio y representan el 4% de todas las muertes a nivel mundial (23).
Las enfermedades cronicas del higado causan la mayor parte de las muertes. Entre
las principales enfermedades cronicas son las infecciones por virus como el de la
hepatitis B (VHB) y la hepatitis C (VHC), la enfermedad por consumo excesivo de
alcohol, la enfermedad de higado graso no alcohdlico (EHGNA), la cirrosis, la

esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA) y el cancer (13,23).

1.4. La enfermedad de higado graso no alcohdlico

La EHGNA afecta aproximadamente a una cuarta parte de la poblacion mundial. La
prevalencia de esta enfermedad en las diferentes regiones dependerd de la
variacion genética generada por los diversos factores como el estilo de vida, la etnia
y la region geogréfica, entre otros (23). Esta enfermedad presenta dos categorias
histoldgicas, la primera conocida como higado graso simple que se caracteriza por
la acumulacion anormal de lipidos en los hepatocitos. La segunda presenta
esteatosis y procesos inflamatorios, esta categoria es conocida como EHNA
(17,24).

La EHGNA es la enfermedad mas comun del higado, la prevalencia es del 30% en
la poblacion adulta y entre el 70-90% en la poblacion con obesidad y diabetes
(17,25). La EHGNA presenta una mayor prevalencia en hombres que en mujeres,

con un 39.7% y un 25.6%, respectivamente (26).

En México y Brasil se han reportado mayores prevalencias de esta enfermedad,
mientras que en Canada y Argentina se reportaron las menores prevalencias. La
EHGNA puede estar presente, aunque no exista obesidad o algin sindrome
metabalico. Sin embargo, en la mayor parte de los casos se encuentra acompafiada
de la diabetes y la obesidad (23,24).

La EHGNA es una enfermedad que en la actualidad no tiene un tratamiento eficaz,

pero un cambio en el estilo de vida, realizar ejercicio fisico y mantener una
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alimentacion balanceada tendra un efecto positivo en la vida de las personas que la

padezcan (27).

1.5. La esteatohepatitis no alcohdlica

La EHNA es una enfermedad cronica que se origina a partir de un higado graso
simple. Esta enfermedad es causada por un alto consumo de colesterol,
carbohidratos simples, grasas saturadas y trans, acompafiada de un estilo de vida
sedentario. En esta condicion el higado presenta una acumulacion lipidica o
esteatosis en el 5% o mas de los hepatocitos, desarrolla procesos inflamatorios vy,
ademas, puede o no existir fibrosis (24,28). Los factores genéticos, los ambientales,
los metabdlicos, y la microbiota intestinal juegan un papel muy importante en el

desarrollo de esta enfermedad (24).

Aproximadamente el 30% de las personas con higado graso simple desarrolla
EHNA y aproximadamente el 20% de los pacientes con EHNA presentan cirrosis
(25,29). La EHNA es considerada la segunda causa mas comun para realizar el
trasplante de higado y posiblemente en afios futuros sea la causa principal (30). La
EHNA es una enfermedad que puede desencadenar el desarrollo de la cirrosis, y
posiblemente cancer hepatocelular, y por consecuencia la muerte del paciente
(25,31).

1.5.2. Lafisiopatologia de la esteatohepatitis no alcohdlica

El inicio y el desarrollo de la EHNA no se conocen exactamente, pero se han
propuesto diversas teorias. La teoria inicial es la de los “dos golpes” que se origind
hace mucho tiempo, aunque ya no es aceptada. El primer golpe es producido a
partir de la acumulacion anormal de los triglicéridos, los acidos grasos y el colesterol
derivado de los habitos alimentarios y el estilo de vida sedentaria (18). El segundo
golpe se encuentra aparentemente relacionado con la produccién de las especies
reactivas de oxigeno (ROS), la activacion de factores inflamatorios (TNF-a, IL-6, IL-
1B, IL-17) y el factor profibrogenico TGF-, que conducen a la activacion de las
células estelares y con ello a la fibrosis (18). Por el contrario, ahora se habla de la
teoria de “multiples golpes”, la cual es la mas aceptada y comprende a los factores

genéticos y ambientales, el estilo de vida, la obesidad y la alteracién de la microbiota
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intestinal (32-34). Los multiples golpes producen estrés oxidativo en el higado lo

que conduce al dafio a las proteinas y al acido desoxirribonucleico (DNA) (34).

Los lipidos se dividen de acuerdo con la longitud de la cadena de atomos de carbono
en acidos grasos de cadena corta y acidos grasos de cadena larga. Los &cidos
grasos de cadena larga se esterifican con el glicerol 3-fosfato dando origen a
monoacilgliceroles, diacilgliceroles, y triacilgliceroles (35). La lipotoxicidad de acidos
grasos libres como las ceramidas, las lisofosfatidilcolinas y los acidos grasos libres
de cadena corta induciran a la muerte celular, promoveran el aumento de la

resistencia a la insulina y el aumento en la produccién de las ROS (25,34,35).

El aumento de la resistencia a la insulina en el tejido adiposo produce un aumento
en la liberacion de acidos grasos libres, los cuales activan la via del factor nuclear
kappa B (NF-kB) en el higado (36). La via del NF-kB se encuentra involucrada en
diversos procesos bioldgicos, entre ellos la inflamacién, la proliferacion y la muerte
celular (37). La fibrosis y la inflamacién del higado son también provocadas por el
transporte de productos bacterianos. Estos productos viajan a través de la vena
porta y activan al receptor tipo Toll en el higado, y desencadenan la activacion de la
via del NF-kB (38).

En pacientes con EHNA se ha encontrado que existe una desregulacion o disbiosis
en la microbiota intestinal, por lo que se sugiere que existe una relacion muy

estrecha entre la EHNA y la disbiosis en los pacientes (18).

1.6. El cancer de higado

El cancer de higado es una enfermedad maligna y de muy pobre pronéstico, es la
causa principal de 900,000 muertes al afio a nivel mundial (23,39,40). Ademas,
ocupa el séptimo lugar en incidencia y el cuarto lugar en mortalidad en la
clasificacion de los tipos de cancer (41). Este tipo de cancer representa en hombres
el segundo lugar en mortalidad (23). De acuerdo con la Organizacion Mundial de la

Salud (OMS) la relacién mortalidad-incidencia alcanza el 91.6% (42).

Existen dos tipos de cancer primario de higado, el cancer hepatocelular (CHC) y el
colangiocarcinoma hepético (32). El CHC representa aproximadamente el 90% de
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los tipos de cancer de higado, con un pobre prondstico debido a que la mayoria de

los casos son diagnosticados en etapas avanzadas de la enfermedad (39).

En el 10% de los pacientes con CHC pueden presentar metastasis en los huesos,
los pulmones, y las glandulas adrenales (43). Diversos tipos de cancer como el de
mama, eséfago, estbmago, pancreas, rifién y pulmoén pueden producir metéstasis
hacia el higado y provocar un cancer secundario. Sin embargo, el mas comun es el
cancer colorrectal, donde aproximadamente el 70% de los pacientes con este tipo

de cancer desarrolla metastasis en el higado (32).

1.6.1. La fisiopatologia del cancer hepatocelular

Los principales factores de riesgo para el desarrollo del CHC incluyen a la infeccién
por el VHB y el VHC, la EHGNA, la EHNA, la obesidad, la diabetes, el tabaquismo,
la predisposicion genética y el consumo excesivo y crénico del alcohol,
carbohidratos simples y grasas (32,40). La prevalencia de la EHNA esta tomando
mayor relevancia en el origen del cancer (23). La inflamacion juega un papel muy
importante en el inicio, la progresion y la invasion del cancer, donde el factor

maestro de la inflamacion es el NF-kB (44).

El aumento en los niveles de la insulina en las enfermedades del higado como la
EHGNA y la EHNA puede activar vias moleculares que promueven el CHC. La
insulina promueve la activacion del receptor de la insulina tipo A, el cual es un
receptor tirosina cinasa que se encuentra expresado en diferentes tipos de cancer.
Este receptor activa la via de sefializacion de la cinasa del 3 fosfatidilinositol (PI13K)
/ proteina cinasa B (Akt). Dicha via se ha encontrado sobreactivada en diferentes
tipos de cancer y mantiene a las células cancerigenas en un estado anti-apoptotico

y proliferativo (34).

Algunas enfermedades genéticas hereditarias aumentan el riesgo a desarrollar
CHC. Por ejemplo, la deficiencia de la alfa 1 antitripsina se relaciona con la
disfuncion mitocondrial de los hepatocitos y la alteracién en la regulacion de la
ciclina D (32). La hepatitis autoinmune es una enfermedad cronica del higado,
donde el propio sistema inmunoldgico ataca a las células hepaticas. La

hemocromatosis es una enfermedad en la que existe un aumento en la absorcién
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del hierro, esto incrementa el almacenamiento de este metal en el higado y como

consecuencia favorece el inicio de la inflamacion y la produccion de las ROS (32).

El CHC se divide en 5 etapas de acuerdo con la cantidad de nédulos y la
funcionalidad del higado. La etapa muy temprana se caracteriza por la presencia de
un unico nédulo <2 cm. La etapa temprana presenta entre 2-3 nédulos <3 cm. La
etapa intermedia presenta multiples nédulos. La etapa avanzada se caracteriza por
multiples nddulos e invasion portal y en la etapa terminal el trasplante de higado no

es posible, ademas la funcién del higado se encuentra deteriorada (42).

La etapa temprana del CHC no presenta sintomas, sin embargo, en la etapa
intermedia y avanzada se presentan algunos sintomas como dolor abdominal,

pérdida de peso corporal, coagulopatia, ascitis, ictericia y encefalopatia (43).

1.6.2. La epidemiologia del cancer hepatocelular

El CHC tiene una diferencia muy pequefia entre el nimero de muertes y el nimero
de casos reportados, por tanto, el grado de fatalidad de esta enfermedad es muy
grave. En el afio 2020 se report6 un total de 905,677 casos y 830,180 muertes
relacionadas al CHC (23). A nivel mundial, la relacion de los casos entre los hombres
y las mujeres es de 2.8:1, respectivamente (32). El 72% de los casos de CHC

reportados son en la poblacién que habita en Asia (39).

El 2.6% de los pacientes con EHNA desarrollan CHC y aproximadamente entre el
80-90% de los pacientes con CHC son pacientes que presentan cirrosis (32). Del
total de los casos con CHC se le atribuye un 40% a la infeccion del VHB, otro 40%
alainfeccién del VHC, el 11% a problemas con el alto y crénico consumo del alcohol
y el 9% debido a otros factores. Sin embargo, los porcentajes del VHB y el VHC han
disminuido, debido a la vacunacion contra el VHB y al tratamiento eficaz contra el
VHC (23). El aumento de la prevalencia de la EHGNA, la EHNA vy la obesidad

muestran una mayor relevancia en los nuevos casos de CHC (23).

En Estados Unidos de América aproximadamente el 65% de los pacientes con CHC
son diagnosticados entre los 55-74 afios. En Africa el diagndstico oscila entre los 45
afos, y en Oceania a una edad menor, a los 40 afios (23). Cuando el diagnostico
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se lleva a cabo en etapa temprana, solo entre 5-15% de los pacientes son

candidatos a la reseccion del higado (40).

1.6.3. El tratamiento del cancer hepatocelular

El principal tratamiento para disminuir el riesgo a desarrollar CHC es el cambio en
la alimentacion, evitar el consumo de alcohol y fructosa y el aumento en el consumo
de las frutas y los vegetales. Algunos componentes de las frutas y los vegetales
pueden tener efectos benéficos y disminuir el riesgo a desarrollar este tipo de cancer
(40).

Los tratamientos actuales del CHC son la reseccion parcial y el trasplante del
organo, la ablacion por radiofrecuencia, la quimioembolizacién transarterial y la
quimioterapia (40,42). El tratamiento que se le proporciona a los pacientes depende
del estado de la enfermedad (42).

El tratamiento en etapas tardias de la enfermedad es la quimioterapia. El sorafenib
y lenvatinib son los farmacos de primera linea en la etapa tardia (42). El sorafenib
es un inhibidor de tirosinas cinasas (TKI), aprobado en el 2007 en Estados Unidos
por la administracion de alimentos y medicamentos (FDA) para combatir el cancer
de higado primario. La combinacion del uso de la quimioembolizacién transarterial
y el sorafenib tiene un mayor efecto contra este tipo de cancer, a comparacion del
sorafenib solo. La toxicidad y la resistencia a estos farmacos quimioterapéuticos es
comun en este tipo de cancer, lo que resulta en la recurrencia y la metastasis (40).
Ademas, el paciente tratado con estos farmacos puede llegar a presentar eventos
indeseados como hemorragias, neuropatia, leucopenia, diarreas, nauseas, vomitos,

e hipertension (40,42).

El 5-fluorouracilo es un farmaco usado en diversos tipos celulares de cancer.
Diversos estudios clinicos en diferentes fases se han realizado para encontrar
alternativas de este farmaco en el tratamiento para el CHC (40). La combinacion de
farmacos es una estrategia para encontrar nuevas alternativas para combatir el
CHC (45). Por lo que una combinacion con los dos farmacos siguientes podria ser

interesante para conocer sus efectos contra esta enfermedad.
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1.7. La metformina

La metformina es el farmaco mas utilizado desde hace varios afios en el tratamiento
de primera linea contra la diabetes mellitus tipo 2 (46). Este farmaco es una
molécula con un peso molecular de 129.16 g/mol, formada por dos guanidinas y con
una alta solubilidad en agua (Fig.5). La guanidina deriva de la galegina, la cual es
extraida de la planta French lilac (Galega officinalis) (46-48). La metformina fue
sintetizada en el afio 1922. En el afio 1957 el médico Jean Sterne publicé acerca
del efecto hipoglucemiante de la metformina y comenzo a utilizarla en el tratamiento
de la diabetes tipo 2 (48,49). La FDA aprobd la metformina en el afio 1994 y en el
afo 2011 la OMS la afiadio a la lista de medicinas esenciales (46,50).

NH  NH
e I L
>N N NH,
C H

Ha
Fig. 5 La estructura quimica de la metformina. Imagen tomada de (51).

La metformina, la fenformina y la buformina son hipoglucemiantes derivados de la
planta French lilac (46). La metformina demostro6 tener un efecto bajo, por lo que se
necesitan altas dosis de este farmaco. En Europa y Estados Unidos comenzaron
las pruebas clinicas con fenformina y buformina. Sin embargo, en las pruebas
clinicas los pacientes presentaron acidosis lactica severa, por lo que las pruebas
fueron canceladas. El médico Jean Sterne afirm6 que la metformina es menos
potente pero mas segura, por lo que es menos probable que la acidosis lactica se

presente con el uso de este farmaco (50).

La metformina puede ser administrada por si sola o0 en combinacion con otros
farmacos antidiabéticos, inhibidores de la a-glucosidasa, insulina, agonistas del
péptido similar al glucagén o las tiazolidinedionas (52). La metformina es un farmaco
prometedor en el tratamiento de los diferentes tipos de cancer, el envejecimiento,
las enfermedades neurodegenerativas, las enfermedades cardiovasculares, y asi

también en la disminucion de lipidos y la pérdida del peso corporal (50).
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1.7.1. El mecanismo de accion de la metformina

Se report6 en la literatura cientifica que uno de los mecanismos de accion de la
metformina es por medio de la gluconeogénesis, dando como resultado la inhibicion
de la produccion de la glucosa endogena. Ademas, la metformina disminuye la
sintesis de acidos grasos Y triglicéridos y la captura de la glucosa en el intestino y

aumenta la sensibilidad a la insulina y la B-oxidacion (46,52,53).

El mecanismo de accion de la metformina no ha sido descubierto en su totalidad,
pero se conoce que tiene efecto sobre la proteina cinasa activada por el AMP
(AMPK) (54). La AMPK es una proteina sensora de la homeostasis energética que
regula el metabolismo de la glucosa y los lipidos (52). Sin embargo, es muy poco
probable que la metformina se una directamente a la AMPK. Se ha descubierto que
la metformina actla sobre la cinasa 1 del higado (LKB1) (50). Esta cinasa es la
responsable de fosforilar ala Thrl172 de la AMPK y activarla. La LKB1 es una diana
importante en la accién de la metformina (50). Sin embargo, se ha demostrado que
el efecto de la metformina en la disminucion de la glucosa sérica puede ser

independiente y dependiente de la accion sobre la LKB1 (52).

El mecanismo mas reconocido de la metformina es el bloqueo del complejo 1 de la
cadena respiratoria, reduce la produccién de trifosfato de adenosina (ATP) y
aumenta los niveles del monofosfato de adenosina (AMP) y el difosfato de
adenosina (ADP) (55). El aumento de la relacion AMP/ATP conduce a la inhibicién
del glucagoén y a la activacion de la AMPK en el musculo esquelético, el higado, el
tejido adiposo, los islotes de células beta del pancreas, el corazon, y el sistema
nervioso (53,55). La metformina disminuye la produccion de las ROS en la
mitocondria por medio de la inhibicién del complejo 1 de la cadena respiratoria,
contrario al aumento de las ROS provocado con el uso experimental de la rotenona

(inhibidor del complejo 1 de la cadena respiratoria) (46).

Se ha reportado que la activacion de la AMPK no es necesaria para disminuir la
glucosa en sangre (54). Por lo que la accion de la metformina para disminuir la

glucosa en la sangre puede ser independiente y dependiente de la activacion de la
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AMPK. Se ha descrito también que la metformina a bajas dosis activa a la AMPK y

por lo tanto aumenta la relacion de AMP/ATP (46).

La activacion de la AMPK inhibe a la HMG-CoA reductasa, la diana de rapamicina
en células de mamifero (NTOR), la glicerol-3-fosfato aciltransferasa. También,
inhibe a la proteina 1 de union a elementos reguladores de esteroles (SREBP-1)

gue es un factor de transcripcion relacionado a la activacion de la lipogénesis (52).

Los efectos propuestos derivados de la activacion de la AMPK es la inhibicién de
los genes que influyen en la gluconeogénesis y la fosforilacion de las enzimas acetil-
CoA carboxilasa tipo 1 y 2. Estas ultimas enzimas se encuentran relacionadas con
la lipogénesis, lo que resultaria en la disminucion de diacilgliceroles en el higado y
el aumento en la sensibilidad a la insulina (50). Ademas, se sugiere que la
metformina disminuye la actividad de las enzimas gluconeogénicas (54).

Asimismo, la metformina tiene efectos en el intestino, altera la composicion de la
microbiota intestinal y la secrecién de hormonas necesarias para la captura de la
glucosa. El efecto sobre la captura de la glucosa se produce por el aumento de la
secrecion del factor de diferenciacion de crecimiento 15, el cual induce la
disminucién del apetito y la regulacion de la glucosa. Se ha propuesto que, la
metformina altera la composicion de la microbiota intestinal al actuar sobre la

captura de la glucosa en el intestino (50).

1.7.2. La farmacocinética de la metformina

La metformina tiene un limite de dosis de 2 g/dia, después de una dosis de 0.5-1 g,
el tiempo méaximo (Tmax) es de aproximadamente 3 horas y un tiempo de vida
media (ti2) de 6-7 horas (46,49). La absorcion de la metformina después de la
administracion oral es llevada a cabo en el intestino, especialmente en el duodeno

y yeyuno (47).

La metformina es una molécula hidrofilica con carga positiva en condiciones
fisiol6gicas, lo que la convierte en una molécula incapaz de atravesar la membrana
celular (46). El transportador de cationes organicos (OCT) tipo 1, el OCT3, y el

transportador de monoaminas en la membrana plasmética (PMAT) son los
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responsables de la captura de la metformina en diferentes 6rganos. EI OCT1 es
expresado en el intestino, el rifdn y el higado (50). EI OCT3 se encuentra expresado
en el rifion, el higado, el masculo esquelético y el corazén. EI PMAT se encuentra

expresado en el rifidn y el intestino (53).

La metformina después de ser absorbida es transportada por la vena porta hacia el
higado donde es capturada por el OCT1 y posiblemente por el OCT3. En el higado,
la metformina no sufre el efecto de la metabolizacion (46,50). Esta molécula
presenta una biodisponibilidad del 50-60%, pero podria ser disminuida por la ingesta

de comidas altas en grasas (50,51).

El estudio farmacocinético sobre la distribucion de la metformina, en la cual la
metformina fue marcada con '“C y fue realizada en ratones, mostr6 una
acumulacion en el rifidn, en el tracto gastrointestinal y mayormente en el higado
(46). En menor cantidad se puede encontrar en el bazo, el masculo y los pulmones.
Los eritrocitos también funcionan como compartimentos de almacenamiento donde

la metformina es capturada (51).

La metformina llega al rifion donde es capturada por el OCT2 de las células renales
y después excretada a la orina por el transportador de extrusion de toxinas y
multiples farmacos (MATE) tipo 1 y el MATE2-K, expresados en las células del
tubulo proximal (46,52). El 20% de la metformina administrada es recapturada en el
rinon y el 80% es eliminada (49). El 95% de la metformina es eliminada al pasar 8
horas después de la administracion (51). Por lo tanto, se debe de ajustar la dosis de
este farmaco de acuerdo con la funcion renal y la edad de las personas que reciben
el tratamiento (47,51).

La accion de la metformina puede ser alterada por el polimorfismo de un solo
nucledtido (rs622342) del OCT1, al modificar la farmacocinética y por tanto disminuir
su accion (50,51). Ademas, una variacion en el gen (G>A, rs2289669) que codifica
para el MATE1l puede aumentar el efecto de la metformina al disminuir su
eliminacion (46,51). El polimorfismo del nucleotido Unico de las subunidades de la
AMPK modifica la actividad de la metformina (46).
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La cimetidina, los antihistaminicos, los antidepresivos y los analgésicos opiaceos
podrian producir interaccion farmacoldgica con la metformina. La cimetidina bloquea
al OCT2 y provoca una disminucion en la eliminacion de la metformina. La
metformina disminuye la eliminacion de las anfetaminas (51). Los farmacos
antidiabéticos como la repaglinida y la rosiglitazona y los farmacos inhibidores de la
bomba de protones bloquean al OCT1 en estudios in vitro, lo que afecta la captura

de la metformina (52).

1.7.3. Los efectos adversos de la metformina

El 60% de los pacientes tratados con la metformina presentan efectos adversos
gastrointestinales, y un 5% presentan intolerancia a la metformina (50). Entre los
efectos gastrointestinales se encuentran la irritacion gastrointestinal, las nauseas,
los vomitos y las diarreas (47). La acidosis lactica es un efecto adverso severo de la
metformina, pero presenta una incidencia muy baja de 1.5/100,000 personas al afio
(47,56). El tratamiento a altas dosis y prolongado provoca una deficiencia de
vitamina B12 (47). Es recomendable que la administracion oral de la metformina sea

acompafnada por el consumo de alimentos para disminuir los efectos adversos (51).

1.7.4. El efecto de la metformina sobre el cancer

El efecto de la metformina es la disminucion en la produccion de la glucosa, lo que
desencadena cambios bioloégicos en el céncer. Sin embargo, la accion
anticancerigena de la metformina no se basa en el efecto sobre la glucosa sérica,
debido a que otros hipoglucemiantes no tienen el mismo efecto anticancerigeno
(34,46). El uso de la metformina en el cancer ha sido controversial, debido a que las
conclusiones se basan en los resultados del tratamiento de pacientes diabéticos
(46).

La metformina produce apoptosis y el bloqueo de la angiogénesis y del ciclo celular
de células tumorales en diferentes tipos de cancer (47). Ademas, promueve el
arresto del ciclo celular e inhibe el crecimiento celular del cancer mediante la
activacion de la AMPK y la disminucién de la ciclina D. La accién de la AMPK sobre

la mTOR inhibe a las oncoproteinas en las células de cancer de mama (52).
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Algunos estudios retrospectivos y metaanalisis han reportado que el uso de la
metformina muestra efectos benéficos en pacientes con algun tipo de cancer, como
el de pancreas, el de mama, el de higado y el de pulmén. Sin embargo, es necesario
realizar mas estudios con la metformina para conocer Sus mecanismos

anticancerigenos (47).

En un estudio de ensayo clinico en fase 2 (NCT03071705), la metformina ha
demostrado tener efecto en el aumento del tiempo de supervivencia en los pacientes
con cancer de pulmon. El estudio fue llevado a cabo en pacientes con cancer de
pulmon con mutacion en el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGF).
Estos pacientes fueron divididos aleatoriamente en pacientes que recibirian la
administracion de TKI mas la metformina y pacientes que solo recibirian el TKI. Los
pacientes que recibieron el TKI mas la metformina mostraron un aumento en el
tiempo de supervivencia libre de progresion de la enfermedad. Por el contrario, los
pacientes que solamente recibieron la administracion del TKI mostraron un menor
tiempo (57).

La accion de la metformina se exploré en un modelo de ratas resistentes a la insulina
que presentaron EHNA vy cirrosis. Las ratas recibieron la administracion del
tetracloruro de carbono (CCls) y una dieta con un alto contenido de sacarosa y
grasas. La administracion de la metformina a una dosis de 200 mg/Kg de peso
corporal mostré tener efectos positivos al aumentar la sensibilidad a la insulina y
disminuir la concentracién de la glucosa en la sangre. Ademas, este compuesto
regul6 a la alza el glucogeno, disminuyo6 los marcadores de estrés oxidativo en el

higado e interrumpio la via de sefalizacion PI3K/Akt (58).

1.8. Ladiosmina

La diosmina, también llamada venosmina, es un glucoésido de flavona con un peso
molecular de 608.549 g/mol (Fig. 6) (59). Esta es una molécula que se encuentra
presente en el pericarpio de diversas frutas citricas como las naranjas, las
mandarinas y los limones (59,60). También se puede obtener de la hesperidina

mediante una reaccién de oxidacién. La hesperidina es una molécula muy similar
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tanto estructural como quimicamente a la diosmina y a menudo ambos compuestos

son utilizados en combinacion (60,61).

OH

s,

Fig. 6 La estructura quimica de la diosmina.

La diosmina fue aislada por primera vez en el afio 1925 de la planta herbacea
Scrophularia nodosa. Ademas, en el afio 1969 fue utilizada por primera vez en el
tratamiento de desérdenes inflamatorios. Actualmente la diosmina es utilizada en el
tratamiento de desoérdenes circulatorios como la insuficiencia venosa crénica, las

hemorroides y las venas varicosas (60,62).

La diosmina ha demostrado regular los parametros del perfil de lipidos al disminuir
la concentracion en la sangre de los triglicéridos, la lipoproteina de muy baja
densidad (VLDL), la lipoproteina de baja densidad (LDL) y aumentar la lipoproteina
de alta densidad (HDL) (60). Ademas, ha demostrado tener efecto antioxidante,
antidiabético, anticancerigeno, antifibrético, y en la proteccién cardiovascular
(62,63).

1.8.1. El mecanismo de accion de la diosmina

Los efectos de la diosmina reportados en la literatura cientifica son disminuir el
diametro y la presion de vasos linfaticos, aumentar la peristalsis, inhibir la adhesion
de leucocitos y actuar sobre el tono de las venas inhibiendo a la norepinefrina. Los

efectos de la diosmina dependeran de la dosis administrada (64).

Las citocinas, el EGF y el factor de crecimiento derivado de plaguetas (PDGF)
pueden activar al receptor de tirosina cinasa. La activacién de este tipo de receptor

actuara sobre la cinasa inhibitoria del NF-kB (IKK), dando origen a la activacion de

32



la via del factor proinflamatorio NF-kB (65). Se ha reportado que la diosmina bloquea
a la IKK y asi inhibe la activacion del NF-kB (Fig. 7) (63). Mediante la técnica de
docking molecular se sugiere que la diosmina inhibe al complejo IKK por interactuar
con los aminoé&cidos Leu21, Val29, Vall52, llel65 a una concentracion inhibitoria
50 de 3.89 uM (63). La administracion de la diosmina presenta efectos positivos
sobre la pancreatitis inducida en ratones al disminuir la actividad de la via del NF-
KB y al disminuir los niveles de citocinas proinflamatorias, tales como la IL-6, la IL-
1B, y el TNF-a (63).

» Citocinas
* EGF/PDGF

Receptores
Tirosina cinasa

(c lej )
t(::'-?(;’o k + C;l:_l:(l;lo )

( B C \
®®m° Citocinas
@ l proinflamatorias
o IL-6
@ @g%D : !FLI:I‘IF?G
Degradacién i
de IkB

Fig. 7 El mecanismo de acciéon de la diosmina sobre la via del NF-kB. La via del NF-
KB puede ser activada por diversas citocinas y factores de crecimiento, los cuales activan
a los receptores tirosinas cinasas. Una vez activado este tipo de receptor actuara sobre la
IKK, y se liberara a la subunidad . Esta cinasa cuenta con tres subunidades (a, By y), la
subunidad B liberada sera capaz de fosforilar al IkB. El IkB al sufrir una fosforilacion en su
residuo de serina, pierde afinidad hacia el NF-kB, se ubiquitina y se degrada por el
proteasoma. Una vez liberado el NF-kB, se transloca al nicleo e inicia la transcripcion de
interleucinas y el TNF-a. La diosmina inhibe la separacién de la subunidad 3 de la IKK lo
gue resulta en un blogueo en la via proinflamatoria del NF-kB. (EGF) factor de crecimiento
epidérmico, (PDGF) factor de crecimiento derivado de plaquetas, (NF-kB) factor nuclear

kappa B, (IKK) cinasa del inhibidor del NF-kB, (IkB) inhibidor del NF-kB, (Ub) ubiquitina,
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(P) grupo fosfato, (IL-6) interleucina 6, (IL-1B) interleucina 1-beta, (TNF-a) factor de necrosis

tumoral alfa.

1.8.2. La farmacocinética de la diosmina

Cuando la diosmina es administrada por via oral, la baja solubilidad de la molécula
en agua disminuye la capacidad de absorcion. Las enzimas de la microbiota
intestinal hidrolizan a la molécula de la diosmina y la convierten en diosmetina. La
diosmetina es capaz de atravesar la membrana rapidamente por difusion pasiva y
entrar a la circulacion sanguinea. La diosmina tiene un ti2 de 26-42 horas, debido a

la alta afinidad por la albumina sérica (59,62).

La diosmina es metabolizada por el citocromo CYP1A1l, el CYP1A2, el CYP1B1,
pero mayormente por el CYP3A4 y el CYP2C9. La diosmina sufre reacciones de
metilacion, hidroxilacién y desmetilacion, entre otras (62). La desmetilacion de la
diosmina resulta en la luteolina, la cual presenta actividades bioldgicas sobre las
enfermedades inflamatorias, las cardiovasculares y el cancer. Otro metabolito es la

diosmetina-7-O-glucurdnido la cual tiene efecto hepatoprotector (62,63,66).

La excrecion de la diosmina es llevada a cabo mayormente por la via renal (65%) y
biliar (35%) (64). La diosmina es convertida a acidos fendlicos o derivados
conjugados de la glicina para su eliminacion (59). Se han encontrado 64 metabolitos
de la diosmina y 46 de la diosmetina en la orina, la sangre y las heces (62). La
diosmetina 3-O-glucuroénido es el metabolito encontrado en mayor concentracion en
la sangre y la orina, seguido de la diosmetina 7-O-glucurénido, y por ultimo a muy

baja concentracion (2%) la diosmetina 3,7-O-glucurénido (67).

El diclofenaco sédico, el metronidazol, la warfarina, la fenitoina y la carbamazepina
son algunos de los farmacos que presentan interacciones con la diosmina por
compartir a los citocromos CYP2C9 y el CYP3A4 (62,63).

1.8.3. Los efectos adversos de la diosmina
El uso continuo y extenso de la diosmina no presenta ningun peligro para la salud,
debido a que es un farmaco muy seguro con una dosis de letalidad en humanos

mayor a 3000 mg/Kg de peso corporal (62). Sin embargo, se pueden presentar
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efectos adversos gastrointestinales como malestar del estomago, acidez del

estdmago, nauseas y vomitos (68).

1.8.4. El efecto de ladiosmina sobre el cancer

Se reporta que la diosmina mejora la calidad de vida de los pacientes que reciben
quimioterapia (62). Ademas, presenta otros efectos dependientes de las dosis en
diferentes tipos de cancer como el de mama, colon, préstata, entre otros (59). La
diosmina promueve la senescencia en la linea celular MCF-7 de cancer de mama
(62). También, induce apoptosis en la linea celular A431 de cancer de piel, y en las
lineas celulares MDA-MB-231 y SK-BR-3 de cancer de mama (69). La diosmina a
una concentracién de 250 uM disminuy6 un 60% en la viabilidad de la linea celular
DU145 de cancer de proéstata (62). Ademas, promueve la apoptosis en la linea
celular HA22T de cancer de higado y suprime el crecimiento tumoral en los ratones
(43,62).

La diosmina causa la apoptosis, el arresto del ciclo celular y aumenta los niveles de
proteinas inhibidoras del ciclo celular como p53, p21 y p27 en las lineas celulares
MCF-7, MDA-MB-231 y SK-BR-3 de cancer de mama (70). Este compuesto
presenta efecto antiproliferativo en las células de cancer de colon y actividad
antimetastasica en melanoma pulmonar (59). También se ha reportado que la
diosmina inhibe la proliferacion celular al bloquear la via de sefializacién de la
PI3K/Akt en células hepéticas HA22T, lo que conduce a un arresto del ciclo celular

debido también al aumento en la activacion de p53 (59,69).
[I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El CHC es una enfermedad a nivel mundial con muy poca esperanza de vida, se ha
reportado que el niamero de muertes por CHC es similar al nimero de casos
reportados. Los tratamientos existentes contra el CHC no son muy efectivos,
conducen a la resistencia de la enfermedad y a la toxicidad por los mismos
farmacos. Por este motivo es importante investigar la accion de otros farmacos en

esta enfermedad, con el fin de ampliar las posibilidades de tratamiento del CHC.
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ll. JUSTIFICACION

El CHC es uno de los tipos de cancer con mayor mortalidad a nivel mundial, por lo
tanto, es necesario encontrar alternativas terapéuticas que sean eficaces y
econdémicas. Por esta razon, en el presente estudio evaluamos el posible efecto
benéfico de la metformina y la diosmina, administrados tanto individualmente como

en combinacién, en un modelo de EHNA conducente a CHC.
IV. HIPOTESIS

El tratamiento con la diosmina y la metformina prevendra el establecimiento del

CHC, con un mayor efecto cuando los compuestos sean administrados juntos.
V. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general
Evaluar el efecto farmacolégico de la metformina y la diosmina en un modelo de
EHNA conducente a CHC.

5.2. Objetivos especificos
e Reproducir el modelo de EHNA conducente a CHC.
e Determinar el efecto farmacoldgico de la metformina en el modelo de EHNA
conducente a CHC.
e Determinar el efecto farmacoldgico de la diosmina en el modelo de EHNA
conducente a CHC.
e Evaluar el posible efecto terapéutico producido al administrar la metformina

y la diosmina juntos en el modelo de EHNA conducente a CHC.
VI. METODOLOGIA

6.1. Animales de experimentacion

El presente estudio fue realizado con ratas de laboratorio Fischer 344 machos, las
cuales fueron 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-IPN). El protocolo de
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investigacion (310-20) fue revisado y aprobado por el Comité Interno para el
Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL) del CINVESTAV. Los
procedimientos realizados a los animales de experimentacion fueron bajo los
lineamientos de la NOM-062-ZO0-1999 “Consideraciones Técnicas para el

Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio”.

Las ratas de experimentacion fueron colocadas en cajas de polietilieno One cage
1200 (2 ratas por caja), bajo una temperatura de 22 + 2°C, en una humedad relativa
del 50-60% y ciclos de luz-obscuridad de 12 horas. El acondicionamiento de las

ratas fue llevado a cabo durante dos semanas antes de iniciar la experimentacion.

6.2. Reactivos

El alimento Labdiet® numero 5053, fue proporcionado por la UPEAL del
CINVESTAV. La caseina utilizada fue de la marca Rennet®. El colesterol y el colato
de sodio utilizados fueron adquiridos de Sigma® Aldrich con niumeros de catalogo
C8503 y C1254, respectivamente. La sacarosa utilizada fue de la marca Zulka®
Glass y la mantequilla sin sal fue de la marca Gloria®. El CCls y la dietilnitrosamina
(DEN) fueron adquiridos de Sigma® Aldrich con ndmeros de catalogo 319961 y
NO756, respectivamente. El petrolato liquido utilizado como vehiculo fue adquirido
de reactivos quimica MEYER con numero de catalogo 7110. La diosmina fue
adquirida de Santa Cruz Biotechnology® con namero de catalogo sc-204728A y la

metformina fue donada por Ashland Chemical de México.

6.3. Disefio experimental

El modelo de EHNA conducente a CHC fue llevado a cabo con la administracion de
un alimento con alto contenido de grasas, colesterol y carbohidratos simples (dieta).
También, con la administracion de los compuestos quimicos hepatotoxicos como el
CClsy la DEN.

La dieta fue preparada en el laboratorio 15 del Departamento de Farmacologia del
CINVESTAYV, con los ingredientes que se muestran en la tabla 1. El alimento
Labdiet® fue triturado y posteriormente todos los ingredientes fueron mezclados, en
el orden que se indica en la tabla 1. Una vez que todos los ingredientes fueron

mezclados, se le afiadié carboximetilcelulosa (CMC) al 3% como espesante para
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obtener una masa homogénea con una consistencia viscosa. Al obtener la masa

homogénea y pastosa se le dio la forma de pellets, los cuales fueron mantenidos

durante 2 dias en un horno marca Riossa® a una temperatura de 50°C para su

secado. A los 2 dias, los pellets se sacaron del horno y se dejaron secar por 2 dias

mas a temperatura ambiente.

Preparacion de la dieta con alto
contenido de grasas, colesterol y
carbohidratos simples
Ingrediente Cantidad

(%)
Labdiet ® 53.5
Caseina 10
Colesterol 1
Colato 0.5
Sacarosa 30
Mantequilla 5

Tabla 1. Los porcentajes de los ingredientes en la preparaciéon de la dieta con alto

contenido de grasas, colesterol y carbohidratos simples.

Las ratas en experimentacion se dividieron aleatoriamente en 7 grupos (n=7) de

acuerdo con la tabla 2. El estudio tuvo un tiempo de experimentacion de 16

semanas.
Grupo Tratamiento
Control Alimento Labdiet®.
Dafo Dieta + DEN + CCI4.

Dafo + metformina

Dieta + DEN + CCI4 + metformina.

Dafo + diosmina

Dieta + DEN + CCI4 + diosmina.

Dafo + metformina + diosmina Dieta + DEN + CCI4 + metformina + diosmina.

Control metformina

Metformina + alimento Labdiet®.

Control diosmina

Diosmina + alimento Labdiet®.

Tabla 2. Los grupos de estudio y tratamientos correspondientes.

La experimentacion se inicié cuando las ratas alcanzaron una edad de 6 semanas

y un peso corporal aproximado de 120-150 gramos. Las ratas fueron pesadas
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semanalmente para obtener un historial de los pesos corporales durante el tiempo

de experimentacion.

Para desarrollar el modelo de EHNA que conduce a CHC, las ratas recibieron la
dieta ad libitum durante las 16 semanas del experimento. Adicionalmente, se les
administraron la DEN y el CCls por via intraperitoneal una vez por semana a una
dosis de 40 y 400 mg/Kg de peso corporal, respectivamente. El periodo de
administracion del CCls fue a partir de la semana 1 hasta la semana 14 y el de la
DEN fue a partir de la semana 7 hasta la semana 16. El vehiculo fue petrolato liquido

para el CCls y agua para la DEN.

Para evaluar los efectos de la metformina y la diosmina en el modelo de EHNA que
conduce a CHC, los compuestos fueron administrados a las ratas como tratamiento,
una vez al dia a una dosis de 200 mg/Kg de peso corporal. Los compuestos fueron
administrados por via intragastrica durante las 16 semanas de experimentacion. El
vehiculo de la diosmina fue CMC al 0.7% y el de la metformina fue agua. El protocolo
de administracion de los hepatotoxicos y el tratamiento fue de acuerdo con el

esquema de la figura 8.

Los grupos de ratas que funcionaron como controles recibieron alimento Labdiet®
ad libitum durante las 16 semanas de tratamiento. Ademas, se les administraron los
vehiculos utilizados para la DEN y el CCls. Todos los animales recibieron agua ad

libitum durante el tiempo de experimentacion.

® ° ® Diosmina, metformina,
® ® () dieta.
N A N S I N IS I I SN N A
11 @ CCl.
1 23 4 56 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17
@ DEN.
Semanas
@ Eutanasia.

Fig. 8 Esquema de tratamiento durante el periodo de desarrollo del estudio.

Al finalizar la semana 16, la administracion de los hepatotéxicos y los farmacos a

las ratas fue suspendida, se proporcion6é solamente agua y alimento Labdiet ad
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libitum por una semana mas. Las ratas fueron privadas de alimento por 12 horas
antes de la hora programada de la eutanasia, proporcionandoles solamente agua

ad libitum.

Al pasar las 12 horas, las ratas fueron anestesiadas con la administracion de
ketamina y xilacina por via intraperitoneal, a una dosis de 100 y 8 mg/Kg de peso
corporal, respectivamente. Una vez anestesiadas, se tomd una pequefia muestra
de sangre por puncién en la vena caudal, para determinar la concentraciéon de la
glucosa en la sangre. La determinacién de la concentracion de la glucosa fue
realizada por medio del glucometro One Touch Ultra® con tiras reactivas vigentes.
Después de medir la concentracion de la glucosa en la sangre, se prosiguio a inducir

la eutanasia por exanguinacion intracardiaca.

La sangre fue recolectada por puncién cardiaca y posteriormente se obtuvo el suero
por centrifugacién a 3000 rpm para medir las actividades enzimaticas. El higado fue
extraido rapidamente, se peso y se dividi6 en fracciones para realizar futuras
pruebas. Algunas fracciones del higado fueron almacenadas a -75 °C, y otras
fracciones se sometieron a fijacion en paraformaldehido al 4% y almacenadas a
4°C.

6.4. Andlisis bioquimicos

La actividad de las enzimas alanina aminotransferasa (ALT) y la gamma glutamil
transpeptidasa (¥-GTP) fueron determinadas de acuerdo con los métodos descritos
en (71, 72), respectivamente. El contenido de la colagena se determind mediante la
concentracion de hidroxiprolina en muestras de higado fresco, con base al método
descrito en (73). Las mediciones colorimétricas fueron realizadas en un

espectrofotometro Shimadzu UV® 1201.

6.5. Andlisis histolégicos

Para el analisis histologico, algunas fracciones de tejido hepatico se fijaron en
paraformaldehido al 4% y otras fueron embebidas en Tissue-tek®. Los cortes de los
tejidos se prepararon para realizar las siguientes tinciones. La tincion de
hematoxilina y eosina (H&E) se realiz6 para visualizar los cambios en el parénquima

hepatico. La tincion tricromica de Masson se utilizé para analizar la presencia de
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fibras de colagena y la tincion con rojo oleoso “O” (ORO) se utilizé para detectar los

depositos de lipidos en los hepatocitos.
La tincion de Hematoxilina y Eosina

Los tejidos almacenados en paraformaldehido fueron utilizados para la tincion de
H&E. Los tejidos fueron incluidos en parafina para posteriormente realizar los cortes.

La tincion se llevd a cabo mediante un tren de tincion.

1.- Primeramente, las muestras fueron desparafinadas y rehidratadas con xileno,

alcohol absoluto y alcohol al 95%.

2.- Posteriormente se afadid hematoxilina de Harris a las muestras durante 15

minutos, luego se lavaron con agua durante 2 minutos.

3.- Después, las muestras fueron diferenciadas con alcohol acético con 3-10
inmersiones y se verificd en el microscopio, inmediatamente fueron enjuagadas con
agua. Los nucleos deben observarse con claridad y el citoplasma con una coloracién

muy tenue.

4.- En el siguiente paso, las muestras fueron sumergidas en agua amoniacal o
saturada de carbonato de litio, hasta que las muestras tomaron una coloracion azul

brillante, después fueron lavadas entre 10-20 minutos.

5.- A continuacion, las muestras fueron tefiidas con eosina entre 15-20 minutos, y
posteriormente se lavaron con alcohol al 95%, con alcohol absoluto y por altimo con

xileno.
6.- Finalmente, se aplicé el polimero Permount o balsamo.
Latincion tricrémica de Masson

Las fracciones de tejido almacenadas en paraformaldehido, fueron utilizadas para
la tincién tricromica de Masson. Previo a la tincién se realizaron los cortes de tejidos
incluidos en parafina. La tincion tricromica de Masson fue realizada de acuerdo con

las instrucciones del kit de Hycel® con numero de catalogo 64297.
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La tincion de rojo oleoso “O”

Los tejidos embebidos en Tissue-tek® almacenados a -75°C fueron utilizados para
ser tefiidos con la tincion de ORO. Se realizaron cortes de 8 um con un micrétomo
y posteriormente adheridos a portaobjetos cubiertos con poli L-lisina. Una vez
preparados los portaobjetos con las muestras se prosiguié a la tincién.

1.- Los portaobjetos fueron sumergidos en alcohol al 96% durante 1 minuto y

posteriormente se secaron a temperatura ambiente.

2.- Después, las muestras fueron sumergidas en la solucion de rojo oleoso “O”

durante 20 minutos y posteriormente fueron enjuagadas en agua destilada.

3.- Luego, las muestras se dejaron secar durante 5 minutos en el horno, después

de los 5 minutos se enjuagaron con agua destilada.

4.- A continuacion, las muestras fueron tefiidas con hematoxilina durante 1 minuto.
Al pasar el minuto se enjuagaron con agua destilada y se dejaron secar a

temperatura ambiente.

5.- Por dltimo, las muestras fueron cubiertas con un medio gelatinoso y enseguida

por un cubreobjetos.

Después de realizar las tinciones con la H&E, la tricrémica de Masson y el ORO, se
prosiguié a tomar las imagenes digitales en el microscopio Olympus IX70. Las
imagenes digitales de las tinciones tricromica de Masson y ORO fueron utilizadas
para determinar el porcentaje de area tefiida. El color rojo para la tincion de ORO y
el color azul grisaceo para la tincién tricromica de Masson fueron cuantificados con

el software ImageJ® version 1.54.

6.6. Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados estadisticamente con el programa GraphPad
Prism® version 8.0. Las evaluaciones estadisticas realizadas fueron un analisis de
varianza (ANOVA) de una via, junto con la prueba de comparacion de Tukey con
una n=7, en donde una p<0.05 fue considerada significativa. Los resultados se

presentan como la media + el error estandar de la media (SEM).
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VII. RESULTADOS

Para cumplir con los objetivos del estudio, se evaluaron los cambios producidos por
la administracion de los hepatotoxicos, la metformina y la diosmina en un modelo
de EHNA que conduce a CHC.

7.1. La administracion de los hepatotoxicos, la metformina y la diosmina no
modifico el peso corporal de las ratas

Los pesos corporales de las ratas fueron obtenidos semanalmente durante el tiempo
de experimentacion (Gréafica 1). No se encontré diferencia significativa en los pesos

corporales de las ratas en los diferentes grupos experimentales.
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Grafica 1. El efecto de los hepatotdxicos, la metformina y la diosmina sobre el peso
corporal de las ratas. Los pesos corporales de las ratas no presentaron diferencia
significativa entre los grupos de estudio. Cada simbolo y color representa un grupo de ratas,
las medias fueron calculadas de los valores obtenidos cada semana de cada grupo de ratas
(n=7). (g) gramos, (C) Control, (D) Dafio, (DM) Dafio + metformina, (DD) Dafio + diosmina,
(DMD) Daiio + metformina + diosmina, (CM) Control de metformina, (CD) Control de

diosmina.

7.2. La administracion de los hepatotéxicos y la diosmina no modificé la
concentracion de la glucosa sérica en las ratas

La concentracion de la glucosa en la sangre fue determinada después de 12 horas
de privacion del alimento a las ratas. El grupo de ratas control de metformina es el

anico grupo de ratas que mostré un aumento en la concentracién de la glucosa
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sérica, ya que presento diferencia significativa respecto al grupo control. Por el
contrario, los demas grupos de ratas no mostraron diferencias significativas

respecto al grupo control y el grupo de dafio (Gréfica 2).
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Grafica 2. El efecto de los hepatotoxicos, la metformina y la diosmina sobre la
concentraciéon de la glucosa sérica. Cada barra representa la media de cada grupo de
ratas del estudio (n=7) £+ SEM. (mg/dL) miligramos/decilitros, (C) Control, (D) Dafo, (DM)
Dafio + metformina, (DD) Dafio + diosmina, (DMD) Dafio + metformina + diosmina, (CM)
Control de metformina, (CD) Control de diosmina. (a) p<0.05 en comparaciéon con C.

7.3. La metformina previno parcialmente el aumento de peso del higado

En la grafica 3A se muestran los pesos de los higados de los diferentes grupos. El
grupo de ratas control que recibi6 el alimento Labdiet® mostré un peso del higado
normal. Por el contrario, el grupo de ratas que recibid los hepatotéxicos mostré un
aumento en el peso del higado y presentd una diferencia significativa respecto al
grupo control. Sin embargo, este aumento de peso del higado fue prevenido
parcialmente en el grupo de ratas que recibié la metformina como tratamiento. Por
otro lado, la administracion de la diosmina como tratamiento no mostré el mismo
efecto que la metformina, ya que no presentd diferencia significativa respecto al
grupo de ratas de dafo. El grupo de ratas que recibi6 ambos compuestos como
tratamiento presentd diferencia significativa contra el grupo de dafio; ademas,
mostré una prevencion aun mayor a lo observado en el grupo de ratas que recibi6

la metformina sola.
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La relacion entre el peso del higado y el peso corporal de las ratas fue utilizada para
normalizar los pesos (Grafica 3B). Todos los grupos mostraron una tendencia similar
a la grafica 3A, excepto el grupo que recibi6 el tratamiento con la metformina y la
diosmina. Este grupo mostré un aumento en la relacion, y no presentd diferencia

significativa respecto al grupo de ratas de dafo.
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Grafica 3. El efecto de la administracién de los hepatotoxicos, la metformina y la
diosmina sobre el peso del higado y la relacién con el peso corporal. A) Se presentan
los pesos de los higados de las ratas de cada grupo de estudio, obtenidos al final del
experimento. B) La relacién entre el peso del higado y el peso corporal de las ratas al
finalizar el experimento. Cada barra representa la media de cada grupo de ratas del
experimento (n=7) = SEM. (g) gramos, (C) Control, (D) Dafio, (DM) Dafio + metformina,
(DD) Dariio + diosmina, (DMD) Dafio + metformina + diosmina, (CM) Control de metformina,
(CD) Control de diosmina. (a) p<0.05 en comparacién con C; (b) p<0.05 en comparacion
con D; (c) p<0.05 en comparacion con DM; (d) p<0.05 en comparacién con DD.

7.4. La administracion de los hepatotéxicos altero la coloracion del higado

Los higados representativos de cada uno de los diferentes grupos se pueden
observar en la figura 9. El higado del grupo de ratas control presentd un color
marron, caracteristico de un higado sano (Fig. 9A). Por el contrario, el higado del
grupo de ratas que desarroll6 el dafio presenté un cambio de coloracién tornando a
una coloracién blanquecina (Fig. 9B). El higado del grupo de ratas que recibio la
metformina como tratamiento (Fig. 9C) mostré un cambio de coloracion respecto al

higado del grupo de ratas control, el cual tiende a presentar una coloracién
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intermedia entre el higado del grupo control y el higado del grupo de dafio. El higado
del grupo de ratas que recibid la diosmina como tratamiento (Fig. 9D) present6 una
coloracion muy diferente al higado del grupo control y muy similar al higado del
grupo de dafio. El higado del grupo de ratas que recibio los dos compuestos como
tratamiento (Fig. 9E) mostré una coloracion blanquecina, similar al higado del grupo
de ratas de dafio. Los higados de los grupos de ratas que solamente recibieron la
administracion de la metformina (Fig. 9F) y de la diosmina (Fig. 9G) como controles,

presentaron caracteristicas similares al higado del grupo de ratas control.

A

Fig. 9 Laanatomiamacroscépicadelos higados de los grupos de estudio. Los higados
representativos de cada grupo del estudio mostraron cambios en el color, debido a las
respectivas administraciones de los hepatotoxicos y los tratamientos. A) Control, B) Dafio,
C) Dafo + metformina, D) Dafio + diosmina, E) Dafo + metformina + diosmina, F) Control

de metformina, G) Control de diosmina.

7.5. La administracién de la metformina previno parcial y totalmente el
aumento de la actividad enziméatica de la ALT y la ¥-GTP, respectivamente

Los niveles de las actividades enzimaticas de la ALT y la ¥-GTP, son presentados
en la grafica 4A 'y 4B, respectivamente. El grupo control mostro un nivel de actividad
normal o basal de estas enzimas. Por el contrario, el grupo de ratas que recibi6 los
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hepatotoxicos mostré un aumento significativo en el nivel de la actividad de estas
enzimas. Los aumentos de las actividades enziméticas que mostro el grupo de dafio
fueron prevenidos en el grupo de ratas que recibio la metformina como tratamiento.
La prevencion de la elevacion de la actividad enzimética fue parcial en la enzima
ALT vy total en la enzima ¥-GTP, en ambas enzimas la administracion de la
metformina mostré diferencia significativa respecto al grupo de dafio. La diosmina
no previno el aumento de la actividad de la ALT, ya que no presenté diferencia
significativa respecto al grupo de dafio. Sin embargo, si previno totalmente el
aumento de la actividad de la enzima ¥-GTP, este efecto tuvo diferencia
estadisticamente significativa respecto al grupo de dafio, pero no con respecto al

grupo control.

La administracién conjunta de la metformina y la diosmina, previno el aumento de
la actividad en ambas enzimas, de manera similar a lo observado en el grupo que
solo recibié el tratamiento con la metformina. El grupo control de metformina
presentd un nivel basal en la actividad de ambas enzimas y no presentd diferencia
significativa respecto al grupo control. Sin embargo, el grupo que recibié la diosmina
como control mostré un aumento en la actividad enzimética de la ALT, este efecto
fue estadisticamente significativo con respecto al grupo control. Por otro lado, la
actividad de la ¥-GTP en este grupo no presentd diferencia significativa respecto al

grupo control.
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Gréafica 4. El efecto de los hepatotéxicos, la metformina y la diosmina sobre la

actividad enziméatica de la ALT y la ¥-GTP. A) La actividad enzimatica de la ALT y B) la
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¥-GTP de los diferentes grupos. Cada barra representa la media de cada grupo del estudio
(n=7 por duplicado) + SEM. (C) Control, (D) Dafo, (DM) Dafio + metformina, (DD) Dafio +
diosmina, (DMD) Dafio + metformina + diosmina, (CM) Control de metformina, (CD) Control
de diosmina. (a) p<0.05 en comparacion con C; (b) p<0.05 en comparacion con D.

7.6. La administracion de la metformina evitd la disrupcion parcial de la
arquitectura microscopica del parénquima hepatico

La tincibn de H&E en los tejidos fue realizada para visualizar la estructura
microscopica del parénquima hepéatico de los grupos en estudio (Fig.10). El grupo
control mostré6 un parénquima hepatico aparentemente normal, sin ninguna
alteracién en su estructura (Fig. 10A), a una mayor magnificacion (Fig. 10B) se
pueden apreciar los cordones hepaticos en orden y sin alteracion de los hepatocitos

0 su nucleo.

Las ratas en el grupo tratado con la dieta hepatopatogénica y los hepatotdxicos
mostraron una alteracion en el ordenamiento del parénquima hepatico, con visibles
disrupciones o huecos (Fig. 10C), a una mayor magnificacion (Fig. 10D) se pueden
apreciar los cordones de hepatocitos desordenados, los hepatocitos presentaron
forma de bal6n y su nucleo se movio hacia la periferia. ElI grupo que recibi6 la
metformina como tratamiento (Fig. 10E) mostr6 un parénquima hepético con menor
cantidad de disrupciones, y a mayor magnificacion (Fig. 10F) se aprecia una menor

cantidad de hepatocitos alterados en comparaciéon con el grupo de dafo.

El grupo que recibié la diosmina como tratamiento (Fig. 10G, H) y el grupo que
recibio los dos compuestos como tratamiento (Fig. 101, J) mostraron cambios muy
similares a los observados en el grupo de dafio. Los grupos que recibieron la
metformina (Fig. 10K, L) y la diosmina (Fig. 10M, N) como controles no mostraron
un cambio en el parénquima hepatico, mostraron una estructura microscopica

similar a la observada en el grupo control.
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Fig. 10 Los efectos de los hepatotoxicos, la diosmina y la metformina sobre el

parénquima hepatico. La tincion de H&E realizada en muestras de tejido de higado de los
grupos de estudio. El parénquima hepatico se encuentra alterado por la administracion de
los hepatotoxicos. Las imagenes fueron capturadas con los objetivos 10x (200 pm) y 40x
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(50 um). (A, B) grupo control, (C, D) grupo de dafio, (E, F) grupo dafio + metformina, (G, H)
grupo de dafio + diosmina, (I, J) grupo de dafio + metformina + diosmina, (K, L) grupo control
de metformina, (M, N) grupo control de diosmina.

7.7. Laadministracion de la diosminay la metformina en combinacién previno
la acumulacion de lipidos en los hepatocitos

La acumulacion de los lipidos en los hepatocitos fue determinada con la tincion de
ORO, la cual tifie de color rojo los lipidos presentes en el tejido (Fig. 11). El color
rojo fue cuantificado como porcentaje de area tefida, estos porcentajes del area

tefiida obtenidos de los diferentes grupos se encuentran en la grafica 5.

El grupo de ratas control no mostro la presencia del color rojo en el tejido (Fig.11A,
B), ademas, mostré un porcentaje de area tefiida cercano a cero. Por el contrario,
el grupo que recibié la administracion de los hepatotéxicos mostré un aumento en
la coloracion roja (Fig.11C, D), el cual presentd un porcentaje de area tefida cerca
del 50%. La acumulacion de lipidos observada en el grupo que recibié los
hepatotoxicos fue prevenida parcial pero significativamente con la administracion de
la metformina, ya que mostr6 menor cantidad del color rojo (Fig. 11E, F). También,
presentd un porcentaje de éarea tefiida que fue estadisticamente significativo
respecto al grupo de dafio. En contraste, el grupo que recibié la diosmina como
tratamiento (Fig. 11G, H) mostré una intensidad del color rojo y un porcentaje de

area tefiida similar al del grupo de dafio.

El grupo que recibié los dos compuestos como tratamiento (Fig. 111, J), mostré una
menor area del color rojo cuando se comparé con el grupo de dafio. Sumado a esto,
este grupo mostré una menor intensidad de este color que la que se observo en el
grupo que recibié el tratamiento con la metformina. Ademas, Este grupo presenté
diferencia significativa respecto al grupo de dafio y al grupo que recibi6 la
metformina como tratamiento. Los grupos que recibieron la administracion de la
metformina (Fig. 11K, L) y la diosmina (Fig. 11M, N) como controles, no tienen la
presencia del color rojo y presentaron un porcentaje de area tefiida cercano a cero,

similar al grupo control.
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Fig. 11 El efecto de los hepatotéxicos, la metformina y la diosmina sobre la
acumulacion de los lipidos dentro de los hepatocitos. La tincion de ORO realizada en
muestras de tejido de higado de los diferentes grupos de estudio. El color rojo sefala la

presencia de lipidos en los hepatocitos. Las imagenes fueron capturadas con los objetivos
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10x (200 pm) y 40x (50 um). (A, B) grupo control, (C, D) grupo de dafio, (E, F) grupo dafio
+ metformina, (G, H) grupo de dafio + diosmina, (I, J) grupo de dafio + metformina +
diosmina, (K, L) grupo control de metformina, (M, N) grupo control de diosmina.
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Grafica 5. La cuantificacion del porcentaje de areatefiida de color rojo en el tejido. La
determinacion del porcentaje de area de cada imagen fue realizada mediante el programa
ImageJ®. Cada barra representa la media de cada grupo del estudio (n=3 por triplicado) *
SEM. (C) Control, (D) Dafio, (DM) Dafio + metformina, (DD) Dafio + diosmina, (DMD) Dafio
+ metformina + diosmina, (CM) Control de metformina, (CD) Control de diosmina. (a) p<0.05
en comparacion con C; (b) p<0.05 en comparacion con D; (c) p<0.05 en comparacién con

DM; (d) p<0.05 en comparacién con DD.

7.8. La administracion de la diosminay la metformina no previno la fibrosis

Las fibras de colagena fueron visualizadas en los tejidos tefildos mediante la tincién
tricromica de Masson, la cual tifie de color azul grisaceo a este tipo de fibras (Fig.12).
El color azul grisaceo cuantificado de los diferentes grupos es presentado en la
grafica 6A en porcentajes de area tefiida, donde no se encontraron diferencias

significativas respecto al grupo control y el grupo de dafio.

El tejido hepatico del grupo control mostréo solamente presencia del color azul
grisaceo en el contorno de los vasos sanguineos del higado (Fig. 12A, B). Por el
contrario, en el grupo de ratas que recibi6 los hepatotoxicos también fue observado
este color en el contorno de los vasos sanguineos, pero, ademas, se encontro entre

los hepatocitos (Fig. 12C, D). La administracion de la metformina no previno la
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acumulacion de fibras de colagena en los tejidos (Fig.12E, F), ya que presento el
color azul grisaceo entre los hepatocitos similar al grupo de dafio. De igual manera,
el grupo de ratas que ademas de recibir el tratamiento para producir la enfermedad,
recibio la diosmina, presento las bandas de colagena de manera similar al grupo no
protegido (Fig. 12G, H). La administracion de los dos compuestos simultaneamente
no previno la aparicion de las fibras de colagena (Fig. 12l, J). Los grupos controles
tanto de la metformina (Fig. 12K, L) como de la diosmina (Fig. 12M, N) mostraron
similitud con el grupo control, los cuales presentaron el color azul grisaceo
Gnicamente en el contorno de los vasos sanguineos. Ademas, la colagena fue
cuantificada por la determinacion de la hidroxiprolina, aminoacido importante en la
sintesis de esta proteina, las cantidades de coldgena de cada grupo se encuentran
en la grafica 6B. Las cantidades de colagena en el grupo control fueron normales o
basales, mientras que en el grupo de dafio tuvo un aumento, el cual fue
estadisticamente significativo con respecto al grupo control. El grupo que recibi6 la
metformina como tratamiento presentd una diferencia significativa respecto al grupo
control, pero no respecto al grupo de dafo. El grupo de ratas que recibi6 el
tratamiento con la diosmina no mostré diferencia significativa respecto al grupo de

dano.

El grupo que recibié la administracion de ambos compuestos como tratamiento
mostré un aumento de la cantidad de colagena respecto al grupo control, sin
embargo, no mostré diferencia significativa respecto al grupo de dafio. Los grupos
que recibieron la metformina y la diosmina como controles no presentaron diferencia

significativa respecto al grupo control.
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las fibras de colagena. La tincion tricromica de Masson realizada en muestras de tejido de
higado de los grupos de estudio. La visualizacion de las fibras de colagena, en donde se
puede observar el color azul grisaceo. Las imégenes fueron capturadas con los objetivos
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10x (200 pm) y 40x (50 um). (A, B) grupo control, (C, D) grupo de dafio, (E, F) grupo dafio
+ metformina, (G, H) grupo de dafio + diosmina, (I, J) grupo de dafio + metformina +
diosmina, (K, L) grupo control de metformina, (M, N) grupo control de diosmina.
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Grafica 6. El efecto de los hepatotédxicos, la diosmina y la metformina en la sintesis
de la matriz extracelular y la colagena. A) La cuantificacion del porcentaje de area tefiida
de las fibras de colagena (n=3 por triplicado). B) La cuantificacion de la hidroxiprolina
mediante el método descrito en (73) (n=7 por duplicado). Cada barra representa la media
de cada grupo de ratas del estudio + SEM. (C) Control, (D) Dafio, (DM) Dafio + metformina,
(DD) Daiio + diosmina, (DMD) Dafio + metformina + diosmina, (CM) Control de metformina,

(CD) Control de diosmina. (a) p<0.05 en comparacion con C.
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VIII. DISCUSION DE RESULTADOS

El CHC es el principal cancer de higado con un alto nUmero de muertes a nivel
mundial debido al diagnéstico tardio y a la falta de un tratamiento eficaz (23,39,40).
La busqueda de nuevos tratamientos contra este tipo de enfermedad es esencial.
La combinacion de farmacos es una herramienta utilizada para combatir diversas
enfermedades complejas, ya que se podria obtener un mayor efecto farmacoldgico
cuando se administran de dos o mas moléculas que actian sobre diferentes vias
moleculares. En este trabajo se evaluaron los efectos farmacolégicos de la
metformina y la diosmina, al ser administrados tanto de manera individual como en
combinaciéon en un modelo murino de EHNA que conduce a CHC. Este modelo
reproduce el estadio temprano del CHC similar al ser humano, el cual pasa por el
estadio de la EHNA.

8.1. El modelo de esteatohepatitis no alcohdlica conducente a céancer
hepatocelular

La administracién de la dieta alta en grasas y carbohidratos simples provoca una
acumulacion de lipidos, lo cual conduce a la EHNA (74). Esta dieta fue necesaria
para gue los excesos de los componentes promuevan la formacion de acidos grasos
libres téxicos para el higado. La acumulacion en exceso de los lipidos induce la
formacién de las ROS y activa las vias de sefalizacién relacionadas a la
inflamacion. El CCls y la DEN producen un efecto fibrético y tumorogénico,
respectivamente (75). EI CCls se metaboliza y forma el radical libre triclorometilo
que induce a la formacion de las ROS y con ello la inflamacion. Ademas, se ha
reportado que el CCls a bajas dosis induce la fibrosis en el higado. La DEN produce
estrés oxidativo, aumenta la proliferacion de los hepatocitos y provoca dafio en el

DNA, lo que provoca mutaciones que originan el CHC (76).

La administracion de la dieta hepatopatogénica, la DEN y el CCls provoco
alteraciones a diferentes niveles celulares y moleculares en el higado de las ratas.
Por ejemplo, el higado presenté un cambio en el color y una elevaciéon en el peso.
La dieta hepatopatogénica estaba compuesta de una alta cantidad de carbohidratos

simples, grasas y colesterol, por lo que el cambio de coloracién del higado pudo ser
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por la acumulacion excesiva de lipidos. Por consiguiente, la elevacion del peso de
este Organo se vio afectada por esta acumulacion de lipidos. Ademas, las
actividades enziméticas de la ALT y ¥-GTP fueron mayores en este grupo. La
elevacion de la actividad de las enzimas hepaticas sefiala un dafo en el 6érgano
(59). La enzima ALT se encuentra en el citoplasma de los hepatocitos, la cual es
liberada cuando la membrana de esta célula es dafiada, esto provoca un aumento
anormal de esta enzima en el torrente sanguineo. Por otro lado, la ¥-GTP es una
enzima que se encuentra en los canaliculos biliares, por lo que, cuando existe una

obstruccion de las vias biliares se produce un aumento de esta enzima en la sangre.

Este modelo también provoc6 una alteracion morfolégica de los hepatocitos, un
aumento de lipidos en el citoplasma de los hepatocitos y el posterior desarrollo de
fibrosis, debido al dafio recibido. Las alteraciones que mostré el grupo de dafio
fueron algunos de los resultados que se pretendian encontrar. Se esperaba que la
administracion de la dieta hepatopatogénica, el CCla y la DEN indujera la formacién
de los nédulos neoplasicos en el higado, caracteristicos del CHC. Sin embargo, a
pesar del dafio que recibid el érgano con la administracion de los hepatotoxicos no
se pudieron observar dichos nédulos. No se conocen exactamente los factores que
impidieron el desarrollo de los nddulos neoplasicos en este estudio, ya que en
estudios previos si se logré el desarrollo de dichos ndédulos (resultados no
publicados). Es posible que la preparacion, la dosis, o la conservacién de la DEN
no haya sido la correcta. La DEN es sensible a la luz, principalmente a la luz
ultravioleta (77), por lo que su degradacion pudo ocurrir y provocar la disminucién
del efecto tumorogénico. De cualquier manera, la administracion de los
hepatotoxicos produjo hepatosteatosis, inflamacidn, necrosis y fibrosis hepatica, por
lo que en este modelo si se pudieron evaluar los efectos de la metformina y la

diosmina sobre estas alteraciones.

8.2. Los efectos de la administracion de la metformina en el higado
La metformina ha demostrado tener efectos benéficos importantes en el tratamiento
del cancer. Los diversos estudios realizados en animales y lineas celulares

demuestran el potencial anticancerigeno de esta molécula (34,46-48).

57



La metformina previno el aumento de peso y las alteraciones macroscopicas del
higado; ademas, previno el aumento de la actividad de las enzimas ALT y ¥-GTP y
evitd las alteraciones microscopicas del parénquima hepatico inducidas con la dieta,
el CCls y la DEN. Los resultados anteriores son similares a otro estudio donde se
reporté que la administracion de la metformina a una dosis de 200 mg/Kg de peso
corporal, dos veces al dia durante 12 semanas previno el aumento de peso del
higado, el aumento en la actividad de los marcadores de dafio hepético y las
alteraciones microscoépicas del 6rgano, esto en un modelo de EHNA vy cirrosis,
inducido con CCls y una dieta con un contenido alto de grasas y carbohidratos
simples (58). Estos resultados mostraron que la metformina quiz4 presentd un

efecto antinflamatorio en el higado.

En este estudio encontramos que la metformina previno la acumulacion de los
lipidos en los hepatocitos, derivada de la administracion de la dieta alta en grasas,
el colesterol y los carbohidratos simples. El efecto de la metformina sobre los lipidos
en este estudio es similar a lo reportado por otros autores (58,79). Posiblemente,
este efecto se debe a la accion de la metformina sobre la AMPK. La literatura
menciona que la AMPK puede inhibir a SREBP-1 y a la acetil CoA carboxilasa
(52,80,81). Ademéds, otros autores sugieren que la metformina disminuye la
expresion de la proteina relacionada con la diferenciacién adiposa (ADRP). El
aumento en la expresion de la ADRP se ha encontrado asociado a la esteatosis
hepatica. (79). Este efecto preventivo contra la acumulacion de los lipidos del higado
puede explicar la coloracién del higado y la prevencion en el aumento de peso del

organo.

En nuestro estudio, la metformina utilizada como tratamiento contra los efectos de
los hepatotdxicos y como control no mostré tener un efecto sobre el peso corporal
de las ratas. Sin embargo, este compuesto mostr6 aumentar el nivel de glucosa
sérica en ratas sanas. Este resultado es controversial, ya que es mundialmente
reconocido que la metformina es un farmaco usado para disminuir la glucosa sérica
en pacientes diabéticos. Sin embargo, existen reportes que demuestran que la

metformina es capaz de aumentar la produccion de glucosa endégena en pacientes
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sanos no diabéticos, donde se sefiala que este aumento puede estar dado por la
liberacion de glucagon cuando la glucosa sérica se encuentra en concentraciones
bajas y también podria deberse a una respuesta regulatoria del cuerpo para no
presentar hipoglucemia (78). Sin embargo, también existe la posibilidad de que sea
un error del método de cuantificacion utilizado, ya que se usaron tiras reactivas por

el método One Touch Ultra®, cuya sensibilidad es limitada.

Los vasos sanguineos del higado contienen ciertas cantidades de colagena para
mantener los procesos fisiologicos (82), tal como fue encontrado en el grupo control
sano. Sin embargo, el grupo que recibid los hepatotoxicos mostré un aumento
anormal en la cantidad de colagena, este aumento no fue prevenido con la
administracion de la metformina. La incapacidad de la metformina para prevenir el
aumento en la cantidad de colagena puede deberse a que se administrd solo una
vez al dia. La metformina a una dosis de 200 mg/Kg de peso corporal administrada
dos veces al dia, ha demostrado la capacidad de disminuir la cantidad de colagena
en el higado en un modelo murino de EHNA y cirrosis, inducido con CCls y una dieta
con alto contenido de grasas y carbohidratos simples (58). Ademas, la metformina
tiene un ti2 que oscila entre 6-7 horas, por lo que posiblemente, la frecuencia de
administracion de una vez al dia en nuestro estudio no fue suficiente para mantener

niveles efectivos del compuesto y asi producir el efecto antifibrético deseado.

Las diferencias entre los resultados de nuestro estudio con los resultados de otros
investigadores pueden estar dadas por las diferentes dosis y los modelos
experimentales empleados (34,46-48,58,79). Ademas, el mecanismo de accion de
la metformina no ha sido totalmente esclarecido, por lo que los diversos estudios en
la literatura entran en controversias en cuanto al beneficio real y el mecanismo de

accion de este compuesto (58).

8.3. Los efectos de la administracion de la diosmina sobre el dafio hepéatico

La diosmina previno el aumento de la actividad enzimatica de la ¥-GTP en suero,
esta prevencion fue similar a la observada en otro estudio, en el cual la diosmina
mostrd una prevencion del aumento de la actividad enzimatica de la ¥-GTP en un

modelo de CHC inducido con la DEN (77). La diosmina podria tener su efecto sobre
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la liberacion de esta enzima al disminuir la obstruccion de las vias biliares,
posiblemente presentando un efecto antinflamatorio y asi previniendo el aumento
de liberacién de la enzima ¥-GTP hacia a la sangre. La elevacion de esta enzima
se ha asociado con las enfermedades hepaticas, las cardiovasculares, la
hipertension, y la diabetes (84). Por lo que el efecto preventivo de la diosmina en el

aumento anormal de esta enzima puede ser Util en estas enfermedades.

Se ha reportado que la diosmina previene el aumento de los marcadores de dafio
hepatico, la fibrosis, las alteraciones microscopicas, el aumento de peso del higado
y el cambio de coloracion del érgano. Estos efectos se han encontrado en estudios
utilizando la diosmina a una dosis diaria de 50, 20, 100 mg/Kg de peso corporal
durante 6 semanas, 10 dias y 8 semanas, respectivamente (74,83,85). Este
compuesto fue evaluado en el modelo de higado graso inducido por una dieta con
alto contenido de grasas (74), el modelo de dafio hepatico inducido con sulfato
ferroso (83) y el modelo de EHNA inducido con una dieta alta en grasas y una
inyeccion de estreptozotocina (85). En contraste, nuestros resultados no mostraron
estos efectos de la diosmina en el modelo de EHNA-CHC. Sin embargo, cabe
sefialar que las dosis, los modelos de experimentacién y los tiempos de

administracion en estos estudios no son similares a los utilizados en nuestro trabajo.

La elevacion de la actividad de la enzima ALT por la administracion de la diosmina
no ha sido reportada con anterioridad (77). Por lo que existe la posibilidad de que el
tiempo de la administracion y la dosis de la diosmina utilizadas en este trabajo hayan
producido un efecto téxico, ya que se ha reportado que en ratas la dosis de letalidad
50 (LD50) de la diosmina es mayor a 3 gramos por dia (63), por lo que la dosis
administrada fue aproximadamente una décima de la LD50 y sumado a esto el
tiempo de exposicion fue largo. También es importante considerar que clinicamente
el aumento en la actividad enzimatica de la ALT es relevante cuando es de al menos
el doble del valor normal. En nuestro estudio la administracion de la diosmina como
control incrementd muy poco la actividad de esta enzima, por lo que
consecuentemente podria ser clinicamente poco relevante. Sin embargo, se

recomienda realizar mas estudios sobre este efecto, ya que no podemos descartar
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un error en la determinacién, debido, por ejemplo, a la presencia de hemolisis, ya
gue la hemoglobina se lee a una longitud de onda similar a la empleada en la

determinacion de la actividad de esta enzima.

8.4. La administracion conjunta de la metformina y la diosmina mostré un
efecto antiesteatdsico importante en el higado

La combinacion de la metformina y la diosmina para el tratamiento del CHC no habia
sido reportada hasta ahora. Esta combinacion de farmacos es prometedora, ya que
sus mecanismos moleculares conocidos son diferentes (Fig. 13), y se esperaba que
la administracion conjunta de estos compuestos mostrara tener un efecto de
sinergismo aumentando el beneficio farmacol6gico contra el CHC, en comparacion
con su administracion individual. Cabe sefialar que uno de los efectos adversos de
la metformina y la diosmina es la diarrea, por lo que un aumento en la diarrea de las
ratas pudo haber interferido en la absorcion de los compuestos, Yy

consecuentemente disminuir los efectos farmacolégicos de esta combinacion.

La administracion de ambos compuestos mostré tener un efecto de prevencion en
el aumento de peso del higado y en el aumento de los marcadores de dafio hepatico.
Ademas, esta combinacion mostro tener un efecto importante al prevenir la
acumulacion de lipidos en el higado, por lo que seria interesante investigar su
potencial antiesteatdsico. Por otro lado, se ha reportado que tanto la metformina
como la diosmina son compuestos que actlan sobre algunas de las proteinas como
SREBP-1y la acetil CoA carboxilasa, lo que podria explicar el efecto de prevencién
en la acumulaciéon de lipidos, al tener accién sobre estas proteinas y disminuir la

esteatosis hepatica.
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Fig. 13 Mecanismo de accién de lametforminay la diosmina. La metformina tiene efecto
sobre la AMPK, la cual es un sensor energético que mantiene bloqueada la activacion de
p53, la cual permite que la ciclina D se encuentre activa y bloquea la apoptosis, la autofagia,
y el arresto del ciclo celular en diferentes tipos de cancer. La via PI3K-Akt-mTOR induce el
crecimiento celular, la metastasis y la proliferacion en diferentes tipos celulares. La
metformina al activar a la AMPK, por consiguiente, activa a p53 lo que resulta en el bloqueo
de la ciclina D, lo que conduce a un arresto del ciclo celular, la autofagia y la apoptosis de
células cancerigenas. La activacion de la AMPK actuara también inhibiendo la actividad de
la mTOR, lo que resultara en el bloqueo del crecimiento celular, la metastasis y la
proliferacion celular. Por otro lado, la diosmina actia sobre la via del NF-kB, la cual puede
ser activada por diversas citocinas y factores de crecimiento, los cuales activan a los
receptores tirosinas cinasas. Una vez activado este tipo de receptor actuara sobre la IKK, y
se liberara a la subunidad (. Esta cinasa cuenta con tres subunidades (a, B y v), la
subunidad f liberada sera capaz de fosforilar al IkB. El IkB al sufrir una fosforilacién en su
residuo de serina, pierde afinidad hacia el NF-kB, se ubiquitina y se degrada por el
proteasoma. Una vez liberado el NF-kB, se transloca al ndcleo e inicia la transcripcién de
interleucinas y del TNF-a. La diosmina inhibe a la IKK lo que resulta en un bloqueo en la
via proinflamatoria del NF-kB. (AMPK) proteina cinasa activada por la AMP, (PI3K-Akt-
MTOR) cinasa del 3 fosfatidilinositol - proteina cinasa B - diana de rapamicina en células de
mamifero, (EGF) factor de crecimiento epidérmico, (PDGF) factor de crecimiento derivado
de plaquetas, (NF-kB) factor nuclear kappa B, (IKK) cinasa del inhibidor del NF-kB, (IkB)
inhibidor del NF-kB, (Ub) ubiquitina, (P) grupo fosfato, (IL-6) interleucina 6, (IL-18B)

interleucina 1-beta, (TNF-a) factor de necrosis tumoral alfa.
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IX. CONCLUSIONES

La metformina mostré tener efectos farmacoldgicos benéficos sobre el dafo
hepatico producido por el modelo de EHNA conducente a CHC, ya que previno el
aumento en la actividad de las enzimas ALT y ¥-GTP que son marcadores de dafio

hepatico y la acumulacion de lipidos dentro de los hepatocitos.

La diosmina previno la elevacion en la actividad de la enzima ¥-GTP. Sin embargo,

no demostroé tener otros efectos farmacolégicos en este modelo.

La administracién de la combinacién de la metformina y la diosmina mostré tener un
efecto farmacoldgico en la prevencion de la elevacién de los marcadores de dafio
hepatico, ademas mostré un importante efecto en la acumulacion de lipidos en el
higado, donde presentd una prevencién mayor que cuando se administré por si solo
cada compuesto.
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X. PERSPECTIVAS

La metformina mostré efectos preventivos en la acumulacion de lipidos en el higado,
por lo que se sugiere realizar estudios con una mayor profundidad en modelos
experimentales de esteatosis hepatica. La administracion de este compuesto podria
ser de dos veces al dia, ya que el ti2de la metformina es de 6-7 horas con el fin de

mejorar su efecto farmacolégico.

La combinacién de la metformina y la diosmina mostré una prevencion importante
en la acumulacion de lipidos en el higado en el modelo de EHNA. Asi también, esta
combinacion previno el aumento de los marcadores de dafio hepatico como la
enzima ALT y la ¥-GTP. Lo que da pie a una investigacion mas profunda sobre los
mecanismos de accion involucrados en esta combinacién para el tratamiento de la
EHNA. Por otro lado, la metformina mostré tener mayores efectos que la diosmina
cuando fueron administrados individualmente. Por lo que es necesaria la busqueda
de un compuesto que junto a la metformina produzca un efecto sinérgico contra el
CHC. La cafeina y la curcumina han demostrado efectos antinflamatorios y
antifibroticos en la enfermedad hepética, por lo que se pudiese investigar la
combinacion de la metformina con alguno de estos compuestos en la blusqueda de

nuevas terapias farmacoldgicas.
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