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Resumen

La cirrosis es una enfermedad degenerativa
caracterizada por dafio cronico e irreversible del
tejido hepatico: distorsion de su arquitectura, pérdida
de funciones e inestabilidad cromosémica. Por otro
lado, el carcinoma hepatocelular estd asociado a
procesos de desdiferenciacion y proliferacion
descontrolada; de los cuales el 80% de los casos
estan  relacionados  con  cirrosis.  Dichos
padecimientos, son dos problemas de salud publica
en lo que no se dispone de métodos de deteccion
temprana ni un tratamiento efectivo. Estudios previos
con adenosina sefialan su efecto al prevenir y revertir
la cirrosis, destacando la regulacion del estado
energético, redox y metilaciones. Por lo cual, en
nuestro grupo de trabajo desarrollamos un derivado
del nucleésido, IFC-305 més efectivo a menor dosis.
El estudio del transcriptoma revela que el tratamiento
con este compuesto permite la recuperacion de la
expresion de 150 genes entre ellos: fibrogénicos,
adipogeénicos, inmunoldgicos y funcionales. Estudios
sobre la regulacién de la expresion génica indican
efectos epigenéticos dados por IFC-305 como son la
metilacion del promotor de Coll y la desacetilacién
del promotor de PPARy. Al estudiar el proceso
inmunoldgico en cirrosis se encontrd que el IFC-305
tiene un efecto antiinflamatorio y promueve la
reparacion del tejido al aumentar los macrdfagos M2.
En el hepatocarcinoma se vio que el compuesto tiene
un efecto antiproliferativo al inhibir la timidilato
sintasa, la ruta HGF/c-Met, aumenta el inhibidor de
la proliferacion p27 y de manera muy importante,

Abstract

Cirrhosis is a degenerative disease characterized by
chronic and irreversible liver tissue damage,
distortion of architecture, loss of liver function and
chromosomal instability. Hepatocellular carcinoma is
associated with processes of de-differentiation and
uncontrolled proliferation and 80% resulting from
cirrhosis. They are two public health problems
because there is no early detection or effective
treatment. Previous studies with adenosine indicate
its effect by preventing and reversing cirrhosis,
highlighting its regulation of energy status, redox and
methylation. A derivative of the nucleoside, IFC-305,
was prepared, more effective at a lower dose. The
study of the transcriptome shows with the treatment
the recovery of the expression of 150 genes among
them fibrogenic, adipogenic, immunological and
functional. Studies on the regulation of gene
expression indicate epigenetic effects, methylation of
the Coll promoter and deacetylation of the PPARy
promoter by IFC-305. When studying the
immunological process in cirrhosis, it was found that
IFC-305 has an anti-inflammatory effect and
promotes tissue repair by increasing M2
macrophages. In hepatocellular carcinoma, it was
found that the compound has an antiproliferative
effect by inhibiting thymidylate synthase, the HGF/c-
Met pathway, increases the p27 proliferation inhibitor
and, in a very important way, reverses the integral
damage of the mitochondria induced in
hepatocellular cancer. All these results support the
therapeutic potential of IFC-305 in the treatment of
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revierte el dafio integral de la mitocondria inducido
en el cancer hepatocelular. Todos estos resultados
apoyan el potencial terapéutico del IFC-305 en el
tratamiento de cirrosis y del cancer hepatocelular.

Palabras clave: hepatoprotector, epigenética,
inflamacion, céncer de higado, reparacion
mitocondrial.
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cirrhosis and hepatocellular cancer.

Key  words: hepatoprotector,  epigenetic,
inflammation, liver cancer, mitochondrial reparation.

Introduccién

El higado es el 6rgano méas grande del organismo.
Esta constituido por cuatro I6bulos y tiene un papel
central en la homeostasis metabdlica desempefiando
un gran ndmero de funciones en las transformaciones
metabolicas de los alimentos y el metabolismo
energético, por lo que se le considera como el
laboratorio del organismo. El higado procesa los
nutrientes de la dieta para obtener energia, y
distribuye los sustratos energéticos tales como la
glucosa, cuerpos ceténicos, purinas, pirimidinas y
lipoproteinas a los tejidos extrahepaticos; para ayudar
al mantenimiento energético del organismo.

Composicion del higado

Es un tejido heterogéneo, anatdmicamente
organizado en acinos que representan la unidad
estructural, circulatoria y funcional hepética. Posee
diferentes tipos de células tales como: a) los
hepatocitos, que representan el 70-80% de las células
y constituyen el parénquima hepético en donde se
desarrollan un nimero importante de las funciones
hepéticas, asi como por las b) células endoteliales,
que representan el otro 20% y que forman parte de
los vasos sanguineos. Otros tipos celulares presentes
son las células de Kupffer (CK) que son los
macrofagos estacionarios hepaticos, células estelares
(CE), que se localizan en el mesénquima hepatico y
células ovales que son las células madres del higado
localizadas en el canal de Hering [1]. Por otro lado,
el tejido libre de células constituye el 20% del
volumen hepético y esta constituido por la matriz
extracelular (ME) localizada en el espacio de Disse,
que contiene proteinas estructurales, siendo la mas
abundantes la colagena tipo | y en menor cantidad la
colégena tipo 111, V, VI'y VII [2] que, junto con otras
proteinas estructurales como laminina, tenacina y
fibronectina, mantienen la arquitectura hepética y su
organizacion [3].

Metabolismo hepatico
El metabolismo hepatico, principalmente a nivel

de los hepatocitos, es muy activo ya que debe cubrir
sus propias funciones y las de otros drganos. El

metabolismo de carbohidratos es un importante
regulador de los niveles de glucosa sanguinea debido
a que capta la glucosa y sintetiza glucdgeno, a la par
de ser el principal responsable de llevar a cabo la
gluconeogénesis. En el metabolismo de proteinas, la
deaminacion e interconversion de los aminoacidos es
muy activa, el amonio es eliminado a través del ciclo
de la urea en los hepatocitos periportales mientras
gue también puede incorporarlo a la glutamina en los
hepatocitos pericentrales.  Adicionalmente, este
organo es muy activo en la sintesis de proteinas del
suero como albUmina, factores de coagulacion,
apolipoproteinas, entre otras. ElI metabolismo de
lipidos, sintetiza  principalmente  colesterol,
fosfolipidos,  triglicéridos,  cuerpos  cetdnicos,
lipoproteinas, &cidos biliares y presenta una gran
actividad en la B-oxidacion mitocondrial. El higado
también genera purinas y pirimidinas para su propio
uso o para otros tejidos en forma de adenosina,
inosina e hipoxantina [4]. El higado es el Unico
organo que posee la capacidad de detoxificar
eliminando compuestos toxicos enddgenos (como el
amonio) 6 exdgenos y posee mecanismos de defensa

contra el estrés oxidante como el glutatién,
superoxido dismutasa y catalasa.
El  metabolismo  hepatico estda regulado

bioguimicamente por el sistema endécrino y neural,
algunos metabolitos como citocinas, factores de
crecimiento y en forma importante por el estado
energético y de Oxido-reduccion. Todo esto
contribuye a mantener la interaccién célula-célula,
célula-matriz extracelular, regulando la expresion
genética responsable de una fisiologia hepatica
normal.

La cirrosis

La cirrosis es la condicion patoldgica mas
importante y severa del higado. Se trata de una
enfermedad degenerativa caracterizada por dafio
cronico e irreversible del parénquima hepatico el cual
atravieza por un proceso inflamatorio que genera una
fibrosis difusa, lo que resulta en un tejido cicatrizal
que separa los nodulos de regeneracion produciendo
una distorsion de la arquitectura lobular y vascular
del tejido que resulta en una pérdida de la masa
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funcional hepética. La cirrosis resulta de la pérdida
del equilibrio entre la sintesis y degradacion de las
proteinas de la matriz extracelular, principalmente de
la colagena tipo | que es la proteina mas abundante y
que se acumula por una disminucion de su
degradacion por inhibicién de las colagenasas. Esto
causa una disminucion del parénquima funcional que
con el tiempo cambia el ambiente celular y causa una
inestabilidad cromosémica [5-7].

El origen de la enfermedad es muy diverso,
siendo el méas frecuente la exposicion cronica al
etanol o0 a otros toxicos, la hepatitis viral cronica tipo
“C” o “B”, enfermedades  autoinmunes,
padecimientos  de  tipovascular  congestivo,
alteraciones de las vias biliares y metabdlicas (como
el sindrome metabdlico).

Los mecanismos que originan la cirrosis no se
conocen completamente, pero se han encontrado
algunas caracteristicas de esta patologia: a) dafio
tisular por estrés oxidante [8] b) movilizacion de
células inflamatorias que liberan  citocinas
reguladoras de la respuesta y contribuyen a la
activacion de las CE [9]; ¢) una vez activadas las CE
adquieren un fenotipo colagénico en el que aumenta
la biosintesis de colagena y los inhibidores
especificos de las colagenasas (TIMP-1 y TIMP-2)
[10]. Las manifestaciones clinicas son mdultiples
como la encefalopatia, ascitis, varices esofagicas,
hipertension portal y esplenomegalia. Ocurre una
disminucion de: a) la sintesis de proteinas en general
y de albimina en especial, b) de los factores de
coagulacién originando una coagulacién anormal, asi
como c) de los mecanismos de desintoxicacion
enddgena, como es el ciclo de la urea, que induce
acumulacion de amonio y encefalopatia vy
desactivacion de drogas y hormonas.

La cirrosis representa la catorceava causa de
muerte en el mundo y constituye un problema
importante de salud. Esta situacion se complica si
consideramos que el 80% del carcinoma
hepatocelular (CHC) se origina de la cirrosis. El
CHC es una patologia compleja asociada a procesos
de desdiferenciacion y proliferacion descontrolada,
siendo esta neoplasia la quinta con mayor incidencia
a nivel mundial, convirtiéndose en un problema de
salud publica. La mortalidad de este tipo de cancer va
en aumento en paises asiaticos y africanos, siendo
China el pais con mayor incidencia, mientras que en
México aumentd hasta en un 30% en el periodo de
1998-2006 [11,12]. La transicion de un higado
cirrético a un higado con CHC es un proceso
complejo poco conocido en el que hemos sugerido
que la inestabildad cromosémica caracteristica de la

Chagoya et al. Mens. Bioquim. 42 (2018): 130 — 146

cirrosis juega un papel importante. La principal
problematica de estas dos patologias es que no hay
una deteccion temprana y su tratamiento esta
enfocado a las mdltiples manifestaciones de la
enfermedad como ascitis, encefalopatias, etc. En el
caso del CHC, existen métodos no invasivos para su
deteccion como el ultrasonido abdominal y la a-
fetoproteina (AFP). Las posibilidades de tratamiento
son muy pocas como trasplante hepatico ortotdpico,
reseccidn quirdrgica y terapias paliativas como son la
embolizacion del tumor, quimoterapia arterial y
sistémica, radiacion con yodo-131 e inmunoterapia.

Fisiologia de la adenosina

La adenosina es un compuesto derivado de las
purinas formado posiblemente en las primeras etapas
de la evolucién, en las que el calor y la energia
radiante pudieron favorecer la condensacion de
HCN, CO, COy Hz, NHs, y CH,4 para formar la base
adenina la cual se condensé con la a-D-ribosa por
sintesis abidtica para formar la adenosina, la cual no
sufri6 cambios posteriores a través de la evolucion
[13]. Es una molécula vital que existe en todas las
células. Su sintesis bioldgica ocurre mediante vias
metabdlicas que forman las bases pulricas usando
como intermediarios aminoéacidos como glutamina,
aspartato, glicina, diez enzimas y cinco moléculas de
alta energia. El higado es muy activo en la sintesis de
adenosinas, pero no todas las células tienen la
capacidad de sintetizar de novo a las purinas, por lo
que recurren a la reutilizacion de sus productos de
degradacién. La adenosina puede ser transportada o
liberada en las células (Fig. 1) a través de
transportadores y posee cuatro tipos de receptores
(Al, A2a, A2b y A3). Adicionalmente, tiene un
metabolismo muy activo lo que con lleva a una vida
media muy corta: a) se degrada por la adenosina
deaminasa generando como producto final el acido
Urico, b) se fosforila por la adenosina quinasa
formando AMP, c) el ATP y la metionina pueden
generar s-adenosilmetionina (SAM) que es el agente
metilante de la célula, d) se puede generar adenosina
intracelular por la degradacién de AMP por la
5nucleotidasa y la S-adenosilmetionina hidrolasa
actuando en la S-adenosilhomocisteina [14].

Adenosina como regulador metabdlico

Estudios previos de nuestro laboratorio revelaron
gue la adenosina actia como modulador metabolico
de carbohidratos y lipidos en el higado y en el tejido
adiposo, asi como la capacidad de regular in vivo la
carga energética en el higado [15]. Existe un amplio
concenso en la literatura asi como en nuestros
resultados que nos llevan a concluir que la adenosina
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tiene efectos multifisioldgicos en diferentes tejidos
del sistema nervioso central y del sistema
cardiovascular, al modular la respuesta inmune y
actuar como un modulador metabdlico. Su accion
puede ser autdcrina, paracrina y endécrina, mientras
que su metabolismo es muy activo con un alto
recambio y una vida media corta. Una importante
caracteristica fisiologica es que presenta variaciones
circadicas en la rata. Estas variaciones en diversos
organos (higado, sangre, cerebro, corazdn), estan
conectadas con importantes funciones como el
mantenimiento de la homeostasis energética de la
célula, la modulacion de la estructura y funcion de
las membranas, la proliferacion celular y la expresion
genética regulando las metilaciones fisioldgicas [16].
En conjunto, ésto nos llevd a proponer que la
adenosina puede ser un oscilador metabolico de los
ritmos circadicos [14].
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Figura 1. Transportadores, receptores y metabolismo de
adenosina.

Efectos farmacoldgicos de la adenosina

Estos efectos se encontraron al administrar por
via intraperitoneal una dosis de adenosina y evaluar
algunas vias metabdlicas que comentaremos
brevemente a continuacion (Fig. 2). La carga
energética del sistema de adenilato (AMP, ADP, y
ATP) en el tejido hepatico después de la
administracion intraperitoneal de adenosina, induce
un aumento de la poza de ATP simultaneo a una
disminucion de la concentracion de ADP y AMP,
aumentando la carga energética de 0.86 a 0.9.
Simultdneamente, en el higado de ratas ayunadas se
observa un aumento en la sintesis de glucégeno [17]
y una inhibicién en la oxidacion de acidos grasos al
inhibir la activacion de los acidos grasos como
consecuencia de la inhibicion de la acilCoA sintasa
extramitocondrial, lo que disminuye el aporte de
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cuerpos cetonicos en el plasma [18]. Es decir, la
administracion del nucledsido favorece la sintesis de
compuestos almacenadores de energia disminuyendo
la via generadora de energia en un animal ayunado.
Estos resultados nos permitieron demostrar in vivo la
hip6tesis de Atkinson, sobre la regulacion del
metabolismo por la carga energética [19].

Prevencion parcial del higado graso
inducido por diversos toxicos
Garcia Sainz et al Biochem Farmacol. 28;1409;1979

Restituye estado energetico normal,
disminuido por téxicos

Hernandez Muiioz et al Arch Biochem Biophys.
190;155;1978

Mantiene el equilibrio redox entre
citosol y mitocondria
Garcia Sainz et al Biochem Farmacol. 29;1709;1980

HEPATOTOXICIDAD )
AGUDA

Previene la necrosis inducida por CCl,

Hernandez Muiioz et al Biochem
Pharmacol.33;2599;1984

Evita propagacion de radicales libres
generados durante el metabolismo del

CCl,
Chagoya de Sanchez et al J. Biochem. Toxicol.
10;41:1995

Figura 2. Efecto de la adenosina en la hepatoxicidad aguda en
ratas. La informacion detallada se encuentra en las referencias:
Hernandez Mufi6z et al. 1978, 1984; Garcia-Sainz et al. 1979,
1980; Chagoya de Sanchez et al. 1995.

Otro pardmetro importante en la regulacion del
metabolismo es el estado de oOxido-reduccion o
estadoredox representado por la relacion de
nicotinadenindinucleétido  oxidado y reducido
NAD*/NADH en diferentes  compartimentos
celulares como el citosol y la mitocondria [20]. La
administracion de la adenosina induce las
oxidaciones mitocondriales dependientes de esas
coenzimas, favoreciendo el estado oxidado en el
citosol y en la mitocondria en presencia de la
inhibicion de la oxidacién de los acidos grasos [18].
Se ha reportado que la adenosina modula la
vasodilatacion y vasoconstriccién de los vasos
hepaticos controlando el flujo sanguineo de la arteria
hepatica [21]. Un aspecto muy interesante que llamé
nuestra atencion es que muchos de los cambios
metabolicos observados coincidian con cambios
observados en los ritmos circadicos, por ejemplo la
elevacion de adenosina a las 4 AM en la rata
coincidia con la mayor cantidad de energia en la
celula y con la mayor sintesis de glucogeno.

Adenosina y la hepatoxicidad aguda

El estudio del efecto hepatoprotector de la
adenosina se inici6 en tres modelos de
hepatotoxicidad aguda en ratas: 1) inducida con la
administracién de etanol, 2) con cicloheximida
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(CHN) y 3) con tetracloruro de carbono (CCly4). Cabe
sefialar que, aunque los mecanismos tOxicos son
diferentes, en los tres casos el resultado fue similar al
generar higado graso. En el caso del etanol al
metabolizarse induce un cambio en el estado redox
citosolico (NAD*/NADH) producido al
metabolizarse y una disminucion en ATP, mientras
que la administracion de adenosina previene y
revierte el higado graso al aumentar los niveles de
ATP y estimular las oxidaciones en la mitocondria
[19].

En el segundo modelo con CHM, un inhibidor de
la sintesis de proteinas, aumenta la cantidad de
triacilglicéridos en el higado al aumentar la captacién
de los acidos grasos. En este caso, la adenosina evita
dicho efecto al inhibir a la sintetasa de la acilCoA in
vivo e in vitro [22].

En el tercer modelo inducido con CCl,4 [23] se
encontré que el higado graso es generado al inhibir la
liberacion de triglicéridos del higado y aumentar la
lipoperoxidacion de las membranas [24,25],
impidiendo la liberacion de las lipoproteinas asi
como su sintesis. En presencia de adenosina se inhibe
la lipoperoxidacion y se inhibe la propagacién de los
radicales liberados por el toxico a través del &cido
rico generado en su catabolismo [23,26]. De esta
manera, el nucledsido protege al higado contra la
toxicidad aguda (Fig. 2), a través de diferentes
mecanismos.

Cirrosis y adenosina

Si la hepatotoxicidad aguda continua se genera un
efecto cronico que genera la cirrosis, la cual esta
caracterizada por la acumulacién de las proteinas de
la ME, principalmente coldgena tipo |, acompafiada
de una degradacién deficiente [27,28], lo que induce
una alteracién de la estructura del higado y pérdida
de su funcién. Para estudiar el efecto de la adenosina
en esta patologia se utilizé6 un modelo de cirrosis
experimental inducido con CCl, administrado por via
intraperitoneal tres veces por semana (0.25 ml CCly,
diluido 1:6 en aceite de cacahuate) durante 8 semanas
para generar la cirrosis. Para probar el efecto del
nucleésido en un modelo de prevencion se
administré a un grupo de animales después de
administrar la toxina en una dosis de 200mg/kg de
peso corporal (Fig. 3) [29]. Para el modelo de
reversion, el nucledsido se administro tres veces por
semana a la misma dosis después de las 10 semanas
de tratamiento con el toxico cuando la cirrosis estaba
establecida (Fig. 4) [30]. En el modelo de
prevencién, el aumento en la sintesis de coldgena y
su acumulacion por inhibicién de las colagenasas es
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inhibido por la administracion simultanea de
adenosina que bloquea parcialmente la sintesis de
coldgena inducida por téxico y mantiene la actividad
de la colagenasa evitando su acumulacion [29]. El
nucledsido  también previene el deshalance
energético, asi como el cambio del estado redox y el
estrés oxidante generado en la cirrosis al prevenir el
dafio mitocondrial. En ese momento no se conocia el
mecanismo molecular de los efectos del nucledsido,
pero si se observo una disminucion del 50% de la
fibrosis en los animales tratados con CCls y
adenosina. El efecto benéfico del nucledsido también
se observo claramente en el modelo de reversion de
la cirrosis ya establecida siendo este el modelo
observado en los pacientes que desarrollan cirrosis y
es diagnosticada hasta que se manifiestan las
alteraciones de la funcion hepatica. El higado
cirrético generado por la administracion del toxico
por 10 semanas se manifesté por aumento de
colagena tipo I, Il y fibronectina, una disminucién
de la actividad de las colagenasas y un aumento de
los inhibidores de las colagenasas TIMPs y del estrés
oxidante.

Modelo de prevencién: Efecto de la adenosina en la cirrosis
experimental

PREVIENE LA CIRROSIS
INDUCIDA CON CCL,
Hernandez Mufioz R. et al 1990

Preserva estado
energético y
funcional del

higado, afectado

Inhibe depésito de
colagena y aumenta
actividad de
colagenasas y

Protege funcién
y estructura
mitocondrial

dafiada por la

disminuye expresién por el administraciéon
de TIMP-1 y TIMP-2 t”‘:ﬂ'&}i‘;“" del téxico

Figura 3. Prevencion de la fibrosis hepéatica inducida con CCly
por la adenosina. Tomado de Herndndez-Munoz et al. 1990).

Modelo de reversion: Efecto de la adenosina en la cirrosis
experimental

REVIERTE
FIBROSIS HEPATICA
INDUCIDA CON CCL,

Hernandez Mufioz R. et al
2001

Estimula Reduce los Favorece

Modula el Mantiene la
capacidad Aumenta niveles de astado funcién
disponibilida
fegentrative Sy .‘.h‘lu estrés redoxde  deanergia del  Mitocondrial
Hhapa oxidative 1a célula i de las células

Figura 4. Reversion de la fibrosis hepética inducida con CCls
por la adenosina. Tomado de Hernandez-Mufioz et al. 1990.

De forma importante, todos estos efectos
coincidieron con la disminucién de la capacidad
regenerativa del higado. Los animales cirréticos
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tratados con adenosina mostraron, disminucién de la
fibrogénesis, aumento en la degradacion de la
coldgena y disminucién de los TIMPs (Fig. 3). De
manera clara, el higado recuper6 su capacidad
regenerativa acelerando la recuperacion de la funcion
hepatica mostrando que la adenosina puede ser una
posible terapia para enfermedades crénicas del
higado como la fibrosis/cirrosis [30].

Desarrollo clinico de la adenosina

De este hallazgo tan interesante surgi6 la
inquietud de probar la accion del nucledsido en un
desarrollo clinico. Al ser la adenosina una sustancia
fisioldgica era dificil considerar este desarrollo por lo
que en colaboracion con el Dr. Francisco Hernandez
Luis, de la Facultad de Quimica de la UNAM, se
prepar6é una familia de derivados de adenosina los
cuales fueron evaluados en el modelo de cirrosis
inducida por CCls. El aspartato de adenosina,
Ilamado IFC-305, mostré resultados interesantes que
mencionaremos a  continuacién. El  efecto
hepatoprotector del IFC-305 se detectd a una dosis
cuatro veces menor, adenosina o IFC-305 (ambos
marcados con C'), con la misma actividad
especifica, resultaron con diferente permanencia en
el higado. La adenosina alcanz6 su méaxima
absorcion a los 20 minutos de su administracién y
rapidamente decliné a niveles no detectables,
mientras que el IFC-305 se continuaba absorbiendo a
los 40 minutos de su administracion y permanecio
con concentraciones significativas a los 120 minutos
de su administraciébn demostrando que la
desaparicion del derivado es mucho mas lenta que la
de la adenosina, este efecto se puede explicar por una
disminucion de la actividad de la adenosina
deaminasa en un 20% Yy permite observar el efecto
hepatoprotector a 50 mg/kg en vez de 200 mg/kg de
adenosina [31] tales como: disminucién de colagena,
aumento de las colagenasas, recuperacion de la
actividad proliferativa, y de la funcioén hepatica (Fig.
5). Con base en estos experimentos, los siguientes
estudios se realizaron con el derivado de adenosina.
Para considerar la potencialidad clinica de este
derivado, era necesario realizar estudios preclinicos
realizados por especialistas autorizados:

I. Estudios de toxicidad aguda. Se realizaron por el
Dr. Efrain Campos Sepllveda, jefe del
Laboratorio de Toxicologia del Departamento de
Farmacologia de la Facultad de Medicina. Con el
esquema de dosis empleada en las diferentes vias
de administracion no se indujo letalidad por lo
que no fue posible calcular dosis letal cincuenta
(DLso). Por lo anterior se puede considerar que el
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IFC-305 es una sustancia muy segura (atéxica)
hasta la dosis de 2000mg/kg.

1. Estudios de toxicidad subaguda. No se detectaron
cambios significativos en peso corporal, consumo
de alimentos, de agua y peso de los distintos
organos.

. Estudios de genotoxicidad in vitro. Estos estudios

se llevaron a cabo por el Dr. Javier Espinosa
Aguirre, en el Departamento de Medicina
Genomica y Toxicologia Ambiental en el
Instituto de Investigaciones Biomédicas de la
UNAM. Ninguna de la dosis del compuesto
probada tuvo efecto mutagénico.

IV.Estudios de genotoxicidad in vivo. Este estudio se
iba a realizar por la Dra. Libia Vera del
Departamento de Toxicologia del CINVESTAV,
IPN. No se pudo continuar al detectar la elevada
inestabilidad cromosémica de cada paciente, asi
como la diversidad de medicamentos requeridos
para controlar las manifestaciones clinicas
adversas y que eran mutagénicos.

V. Estudios de teratogenicidad. Estos estudios se
realizaron por el Dr. German Chamorro,
Investigador responsable en el Laboratorio de
Toxicologia Preclinica de la Escuela Nacional de
Ciencias Biol6gicas del IPN. No hubo toxicidad
en las hembras mientras que en los productos no
hubo malformaciones.

\Y

.Estudios de carcinogenicidad. Estos estudios se
realizaron por el Dr. Sadl Villa Trevifio, del
Departamento  de  Biologia Celular  del
CINVESTAYV del IPN. Los resultados muestran
gue el IFC-305 no induce cancer, previene su
desarrollo y si ya esta lo revierte.

Los resultados de estos estudios preclinicos nos
estimularon a continuar la investigacion sobre
posibles mecanismos de accién del compuesto IFC-
305, tanto en la cirrosis como en CHC y cuyos
resultados comentaremos méas adelante.

Efecto hepatoprotector del IFC-305

Continuando los estudios del derivado de
adenosina IFC-305 en la reversion y prevencion de la
fibrosis inducida por el toxico CCls mediante un
andlisis de microarreglos, que se llevé a cabo en un
experimento en el que se demostraron los efectos
descritos previamente: reversion de la cirrosis
establecida al disminuir los niveles de colégena y
aumentar la actividad de las colagenasas;
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recuperando la funcion hepética al disminuir las
transaminasas marcadoras de dafio hepatico y los
niveles de bilirrubina y aumentar los niveles de
alblmina.
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Figura 5. Efectos comparativos de la adenosina con el IFC-305.
A) Efectos de la administracion de adenosina comparada con la del
IFC-305 en la mortalidad inducida con CCl,. B) Curso temporal
del aclaramiento hepético. C) y D) Efecto de la administracion
cronica de adenosina o de IFC-305 en el contenido de colagena y
en la actividad de colagenasa en ratas cirréticas. E) Efecto de la
adenosina y del IFC-305 en la capacidad proliferativa en higados
de ratas cirréticas. F) Funcién hepatica.

Considerando el importante papel que tienen las
CE en el desarrollo de la cirrosis, se evaluo el efecto
del IFC-305 en la activacion de estas células a través
de la marca de a-actina de masculo liso detectadas
por inmunohistoquimica y se observd una
disminucion del 50%, al compararlas con las ratas
cirréticas tratadas con solucion salina. Este efecto se
comprobd con anélisis morfoldgico de células tefiidas
con toluidina (que tifie a las CE en estado quiescente)
con abundantes gotas de grasa que disminuyen en la
cirrosis y se recuperaron con el tratamiento de IFC-
305 in vivo [32]. El andlisis bioinforméatico de los
microarreglos nos indica la expresion de 413 genes
diferenciales en las muestras de cirrosis en relacion a
los controles y que tienden a normalizarse con el
tratamiento de IFC-305 (Fig. 6). Algunos de estos
genes eran profibrogénicos, inmunoldgicos vy
adipogeénicos por lo que se investigo la expresion de
algunos de ellos mediante la técnica de qRT-PCR
usando el método SYBR Green. Se encontr6 que los
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genes profibrogénicos Fnl, Col 1, TGFB1 estaban
sobreexpresados en cirrosis y al tratamiento con IFC-
305 disminuia su expresion. Por el contrario, la alta
expresion de Complemento C9 y de Apoal se reduce
por la administracion del compuesto. El gen
adipogénico PPARy regulador de la adipogenesis de
los fibroblastos, disminuido en cirrosis, aumenta su
expresion tras la administracion del compuesto, lo
que apoya el papel de este receptor en la reversion de
las células estelares a su estado quiescente.
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Figura 6. Efecto del tratamiento con IFC-305 sobre el perfil de
expresion génica global en higados cirréticos.

Este estudio revel6 que tres genes participantes en
el metabolismo de la ornitina y la urea,
bajorregulados en cirrosis, normalizan su expresién:
(assl) sintetasa del acido argininosuccinico y (cpsl)
carbamil fosfato sintetasa. Previamente, se comento
qgue en la cirrosis estd inhibida la capacidad
proliferativa la cual es un medio importante de
reparacion del parénquima hepéatico dafiado por lo
que se investigo si el IFC-305 tiene la capacidad de
reparar el potencial proliferativo del higado cirrético.
Se encontr6 que este compuesto promueve la
reparacion del DNA dafiado a través del antigeno de
proliferacion nuclear (PCNA) y de p53, asi como un
aumento de la energia y la preservacion de la funcién
mitocondrial [33]. Otro aspecto que era interesante
fue conocer el mecanismo de preservacion de la
quiescencia de las CE, evitando su diferenciacion a
miofibroblastos. Para investigarlo se usaron CE en
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cultivo primario las cuales sufren una activacion
espontdnea y diferenciacion a miofibroblastos,
proceso que no se observa en presencia del IFC-305
al inhibir la expresién del RNAm de la colagena y
favorecer la expresion de 3 genes antifibrogénicos
tales como MMP-13, SDMAD 7 y PPARy.
Paralelamente, se encontr6 que este compuesto
también reprime la expresion del factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) que
induce proliferacion de las CE [34]. Estos resultados
nos llevaron a investigar los mecanismos genéticos
de reparacion de la expresion genética inducidos por
el IFC-305.

Efecto epigenético del IFC-305

Con base en los antecedentes sefialados
(inestabilidad cromosomica presente en la cirrosis,
sugiriendo dafio al DNA [35], la recuperacion parcial
por el tratamiento con el derivado de adenosina), asi
como el efecto previamente descrito de la adenosina
como regulador de las metilaciones dependientes de
S-adenosilmetionina (SAM), planteamos el estudio
de proceso de metilaciones del DNA y de las
histonas. Recientemente encontramos que el IFC-305
modula la expresién de HDAC3 por lo que también
decidimos estudiar la acetilacion de histonas a nivel
epigenético, como posible mecanismo de la
recuperacion de la expresion genética normal y de la
reversion de la cirrosis. Este proyecto se realizé con
la colaboracién del Dr. Félix Recillas Targa, del
Instituto de Fisiologia Celular, UNAM. Se utiliz6 el
modelo de induccién de cirrosis con CCl, durante 10
semanas, se suspendié el toxico y posteriormente se
tratdé con IFC-305 ¢ solucion salina por cinco
semanas. Se observaron claramente los resultados de
cirrosis previamente descritos y la participacién de
mecanismos epigenéticos evaluados mediante los
niveles de: 1) SAM, 2) la metilacién global del DNA
(5mc), 5-hydroximetilcitosina  (5hmc) y  3)
acetilacion de la histona H4 (H4ac). Considerando
que los genes de Collal y Pparg estaban
desregulados en cirrosis y se normalizaron con el
IFC-305, se estudi6 adicionalmente, 4) la marca de
histona H4ac y H3K27me3 en el gen promotor de
Pparg y 5) el estado de metilacion de Collal del gen
promotor [36] (Fig. 7). Donde se encontro:

1) Que los niveles de SAM disminuyen en
cirrosis y que el compuesto restablece los
niveles fisiol6gicos.

2) Al evaluar la metilacion global del DNA, se
observé una disminucién de metilacion
(5mC) y desmetilacion (5hmc) del DNA los
cuales fueron restaurados en presencia del

3)

4)

5)

IFC-305. Al analizar estas muestras por
ELISA se encontré un aumento al doble de la
metilacion global del DNA (Fig.7).

En el estudio de microarreglos [32] se
encontrd que la desacetilasa de histonas
HDAC3 estaba sobreexpresada en cirrosis y
que el tratamiento con IFC-305 por cinco
semanas la regresaba a su nivel normal,
sugiriendo que el compuesto también actuaba
regulando la expresion de las histonas. Este
resultado se validd midiendo la proteina
HDACS3, encontrando que aumenta al doble
en cirrosis y recupera su valor normal en
presencia del compuesto. Se repitié el
experimento con la proteina nuclear y el
anticuerpo de la histona acetilada H4,
encontrando que disminuye en cirrosis y
recupera su valor normal en presencia del
IFC-305, demostrando que el compuesto
modula la metilacion del DNA (5mc y 5hmc)
y la acetilacion de histonas, que también
regulan epigenéticamente la expresion de los
genes (Fig. 7).

La sobreexpresion del Pparg por IFC-305
estd mediada por la generacién de cromatina
abierta en el promotor del gen al aumentar la
acetilacion de la histona H4. Se desarrollaron
inmunoprecipitaciones de la cromatina
(ChlIP) observandose una disminucién a la
deposicién de H4 acetilada en cirrosis
mientras que en las ratas tratadas con IFC-
305 la marca regresa a los niveles del
control. Una vez analizada la marca de
cromatina abierta, se realiz6 un CHIP contra
H3K27me3, marca depositada por el
complejo Polycomb y que esta relacionada
con cromatina compacta, al encontrarse una
reduccion de esta marca se comprueba que
en el promotor de Pparg hay un contexto
cromatinico abierto en las ratas cirréticas
tratadas con IFC-305.

La represion del gen Collal por IFC-305
esta mediada por un aumento en la
metilacion del DNA en donde se inicia el
sitio de transcripcion. Estudios previos de
Tsukamoto [37] demostraron que el Pparg
suprime el &rea préxima del promotor de
Collal en las CE. Se encontré que en el
primer exon del promotor del gen Collal, las
islas CpG de las posiciones 1, 11 y 17
perdieron la metilacién del DNA en cirrosis
y al ser tratadas con el compuesto la
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recuperan mostrando una correlacién inversa
con el estado de metilacion del DNA.

En resumen, proponemos que los cambios en la
expresion genética observados durante el tratamiento
con el hepatoprotector IFC-305 se realizan por
mecanismos epigenéticos como metilacion de DNA,
y acetilacion de la histona H4 a nivel global y en
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genes especificos como Pparg y Collal. Estos
hallazgos nos permiten proponer que los mecanismos
epigenéticos estan involucrados en la cirrosis y que el
derivado de adenosina tiene un papel importante en
su prevencion. Sin embargo, se requieren mas
estudios para conocer la regulacién de los otros genes
alterados durante la cirrosis.
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Figura 7. Representacion esquematica de los efectos del hepatoprotector IFC-305 en el modelo de cirrosis inducida con CCla.
Panel superior: Cambios epigenéticos globales. Panel medio: Cambios en el promotor del gen Pparg. Panel inferior: Cambios en el gen
promotor para Collal. Figura modificada de Rodriguez-Aguilera et al. 2017.

Efecto modulador del IFC-305

En el primer estudio del transcriptoma [32] cerca
de 30 genes inmunoldgicos se encontraron
desregulados y se normalizaron con el tratamiento
del derivado de adenosina por lo que se planted la
evaluacion a nivel inmunoldgico del efecto del IFC-
305 en la reversion de la cirrosis inducida por CCly
en ratas. Independientemente de la etiologia, la
cirrosis es precedida por fibrosis e inflamacion y con
elementos de la respuesta inmune innata y adaptativa.
Las células de Kupffer (CK), macrofagos residentes
del higado, son los efectores iniciales del desarrollo

de la cirrosis [38]. Presentan diversos fenotipos de
activacion: a) M1, relacionado a procesos
inflamatorios y b) M2, relacionado a procesos
antiinflamatorios [39]. Ambos son regulados por
sefiales extracelulares como la adenosina [40] y su
activacion se relaciona con la inflamacion y la
resolucién de la inflamacion [41, 42]. Las CK
activadas regulan la activacion de las CE asociadas al
establecimiento de la cirrosis. Al realizar la
caracterizacién inmunoldgica tanto molecular como
celular en este modelo, se encontré que durante la
cirrosis hay un aumento de las citocinas inflamatorias
IL-1pB, IL-6, TNF-a ¢ INF-y asi como de la citocina
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quimioatrayente y activadora de monocitos MCP-1,
mientras que el tratamiento con IFC-305 disminuye
los niveles de IL-1B, IL6 y MCP-1 a niveles
fisiologicos. La citocina anti-inflamatoria IL-10,
disminuye en la cirrosis y con el tratamiento se
recuperan los valores similares a los del higado sano.
La caracterizacion celular mostro que en cirrosis hay
un aumento  significativo de  macréfagos
proinflamatorios M1, asi como una disminucién del
fenotipo anti-inflamatorio M2.

Mientras que tras la administracion del IFC-305 a
ratas cirr6ticas, disminuye la poblacion de
macrofagos M1 a niveles semejantes a los
encontrados en el higado sano y se incrementa la
poblacion M2. Estos resultados muestran que parte
del mecanismo de accion del IFC-305 involucra un
papel inmunomodulador favoreciendo un proceso
anti-inflamatorio que permite la resolucién de la
cirrosis [43] (Fig 8A-F). Adicionalmente, se
evaluaron otras dos citocinas inflamatorias TNF-a,
IFN-y que fueron significativamente elevadas en
cirrosis y que disminuyeron al valor control con la
administracion de solucidn salina sin efecto adicional
del derivado de adenosina.
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Figura 8. Contenido de citocinas en homogenados de higado de
ratas cirrdticas tratadas con 1FC-305. A) Niveles de IL-6, B)
IL-1B, C) MCP-1, D) IL-10, E) TNF-o, F) INF-y. Figura tomada
de Pérez-Cabeza de Vaca et al. 2017.
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Al evaluar los niveles de citocinas en suero se
observé que el efecto inmunomodulador del IFC-305
se observa principalmente en el higado. También se
evaluo el efecto de esta sustancia en el equilibrio
entre las actividades de la Oxido nitrico sintasa
inducible (iNOS) y arginasa ya que hay una relacion
cercana entre la liberacién de oxido nitrico (NO) y de
las citocinas inflamatorias. Estos resultados
concuerdan con el aumento de los niveles de NO en
suero durante la cirrosis y su regreso a niveles
normales a las 5 y 10 semanas de tratamiento con
solucidn salina y con IFC-305. La arginasa es una
enzima del ciclo de la urea que compite con iNOS,
productora de NO en los procesos inflamatorios. La
actividad de la arginasa aumenta con el tratamiento
de IFC-305 sugiriendo que restituye la funcién del
ciclo de la urea en cirrosis pero no en presencia de
solucién salina.La deficiencia de arginasa esta
relacionada con la activacion de las CK hacia la
formaciéon de los M1 proinflamatorios. Los
mecanismos regulatorios estdn mediados por niveles
altos de IL-10 para mantener la homeostasis de la
respuesta inmune después de un proceso
inflamatorio. Como ha sido descrito por otros autores
[40], la modulacién de los macréfagos M1 y M2
puede ser regulada por los receptores de adenosina y
cambios epigenéticos como la regulacion de la
cromatina y metilacion de ADN [44], mecanismos en
los cuales el IFC-305 también puede participar y
debe estudiarse en méas detalle. En conclusion, el
efecto anticirrético del IFC-305 estd mediado por una
respuesta inmunomoduladora a través de regular la
inflamacion.

Efecto del IFC-305 en hepatocarcinoma

Estos estudios los iniciamos en un modelo
secuencial de cirrosis y carcinoma hepatocelular
(CHC) descrito por Schiffer [45], al considerar que
era una situacién semejante a la observada en los
pacientes en los que como mencionamos
previamente: el 80% de los hepatocarcinomas se
derivan de una cirrosis y, por otra parte, el
conocimiento previo del efecto del IFC-305 en esta
patologia asi como los resultados preclinicos de este
compuesto en carcinogenicidad realizados por el Dr.
Villa Trevifio. EI CHC se indujo en ratas tratadas con
dietilnitrosamina (DEN) en donde el céancer
multinodular estaba precedido por cirrosis. Las ratas
fueron tratadas con DEN (50 mg/kg) una vez por
semana durante 12 semanas para inducir cirrosis,
mientras que el otro grupo fue tratado durante 16
semanas para inducir el CHC, sacrificandolas a las
18 semanas para eliminar el téxico. Un tercer grupo
fue tratado con IFC-305 (50mg/kg) tres veces por
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semana desde el inicio de la administracion de DEN
hasta las 12 semanas, y mientras que otro grupo
recibié IFC-305 por 18 semanas y DEN por 16, y un
altimo grupo tratado con DEN por 16 semanas
recibié el IFC-305 de las 12 a 18 semanas. Los
resultados fueron [46]:

1. Efecto del IFC-305 en fibrogénesis: las ratas
tratadas con DEN tuvieron un aumento en la
expresion de (Collal) mRNA, mientras que los
animales tratados simultdneamente con el
derivado a las 12 y 18 semanas mostraron una
expresion reducida de Collal mRNA, no asi el
grupo que recibid el tratamiento de las 12 a las 18
semanas, sugiriendo que el derivado de adenosina
solo disminuye la fibrogenesis si se administra
desde el inicio de la administracion de DEN.

2. Efecto del IFC-305 en lesiones preneoplasicas.
Estas lesiones se evaluaron por la expresion de
dos enzimas del metabolismo del glutation y del
estrés oxidante comUnmente usadas como
marcadores tumorales en carcinogénesis hepatica:
gamaglutamil transpeptidasa(GGT) y glutation-S-
transferasa (GSTP). El aumento del area de GGT
en cirrosis aumentd 5% y en CHC 38% mientras
que la administracion del compuesto indujo una
disminucion significativa en cirrosis, CHC de 12-
18 semanas. La mayor expresion de GSTP
corresponde al grupo de DEN 18 semanas y
aunque la administracion del derivado muestra
tendencia a disminuir, la diferencia no es
significativa. Los resultados obtenidos con GGT
sugieren un efecto quimiopreventivo del IFC-305
en la carcinogénesis quimica (Fig. 9).

3. Efecto del IFC-305 en apoptosis. Para determinar
si la disminucién del &rea tumoral se debia a una
induccion de apoptosis, se evalud el nimero de
hepatocitos apoptéticos por la técnica de TUNEL,
y se encontré que los grupos tratados con DEN
tenian un mayor ndmero de hepatocitos
apoptéticos en comparacién al control, pero no
mostraron diferencias estadisticamente
significativas con los grupos tratados con IFC-
305. Para comprobar estos resultados se evalud la
presencia de proteinas apoptdticas mediante
Western blot en los homogenados (caspasa 3 y
PARP) y se encontraron disminuidas por el IFC-
305, comprobando que la apoptosis no participa
en disminuir el &rea tumoral.

4. Efecto del IFC-305 en la proliferacion inducida
por DEN. La proliferacién se evalud analizando
la inmunotincién de PCNA en los hepatocitos,
encontrando que en las areas GSTP-positivas del

5.

grupo 18-DEN aumenté en el ndmero de
hepatocitos con nudcleos PCNA  positivos
marcando células proliferantes que en presencia
de IFC-305 se reducen significativamente. Se
midid la expresion total en el homogenado de
higado para evaluar todas las células y se observo
una disminucion importante en presencia del
compuesto. Esto fue comprobado al medir la
expresion de la timidilatosintasa (Tyms) enzima
necesaria para la sintesis de DNA que se
encuentra disminuida en presencia del IFC-305,
mostrandonos que la disminucion del proceso
tumoral se debe a un efecto antiproliferativo del
compuesto en las células tumorales.

Efecto del IFC-305 en la via HGF/c-Met. Para
entender qué camino participaba en este efecto
antiproliferativo, se estudio la expresion del
factor de crecimiento hepatico (HGF) el cual es el
principal mitdgeno hepatico y que juega un
importante papel en la carcinogénesis hepatica y
de su receptor c-Met. El grupo 18-DEN tiene la
mas alta expresion del RNAm de HGF mientras
que es significativamente reducida por el IFC-
305. La expresién de c-Met aumenta en los
grupos de DEN significativamente y disminuye
en presencia del compuesto indicAndonos que la
inhibicion de la ruta HGF/c-Met es importante
para la tumorigénesis hepatica.

Efecto del IFC-305 en las proteinas del ciclo
celular. Para profundizar en el efecto
antiproliferativo del compuesto se estudio la
expresion de las proteinas del ciclo celular. La
Ciclina D1 y E2F1 aumentan importantemente
con DEN, la primera no se afecta por el
compuesto, pero la segunda disminuye
significativamente, la Ciclina A disminuye
significativamente con DEN. El cambio mas
importante en la expresion inducida por IFC-305
en los grupos tratados con DEN fue el aumento
significativo del inhibidor del ciclo p27, mientras
que la proteina p21 aumenta en los grupos
tratados con DEN pero no se modifica por el
compuesto. Se evaluaron otras proteinas
relacionadas con el ciclo celular como la
oncoproteina gankirina que aumenta con DEN y
disminuye con el compuesto y la Mdm2 que
aumenta en presencia de DEN, el efecto de estas
proteinas en el grupo 18-DEN se acompafia de
una disminucion significativa de la expresion de
p53. Este efecto no se observa en presencia del
IFC-305 en que su expresion es igual a la del
grupo control. Los efectos mas importantes del
compuesto en este modelo de CHC son el
aumento en la expresion de p27 y la recuperacion
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de los niveles de p53 disminuidos por DEN. Estos
efectos asociados a la supresion de la via HGF/c-
Met y la reduccién en Tyms apoyan el efecto
antiproliferativo del compuesto.

7. Efecto del IFC-305 en la expresion de los
receptores de adenosina. Los receptores de
adenosina A2a y A3 han sido muy implicados en
cirrosis y en cancer de higado por lo que era muy
importante conocer la situacion de los mismos en
presencia del derivado de adenosina IFC-305. En
el higado control no se observa el receptor A2a,
mientras que en el grupo de 12DEN hay una
presencia fuerte de los receptores que disminuyen
en presencia del IFC-305 y en el grupo de 18-
DEN se expresa marcadamente este receptor en
los hepatocitos tumorales y su expresion se
reduce en presencia del compuesto. En el caso del
receptor A3 se observa claramente en las células
endoteliales y en los septos fibrosos y disminuyen
en presencia del compuesto. En las regiones
tumorales del grupo 18-DEN se hacen evidentes
los receptores A3 y disminuyen con el
tratamiento.

Estudios previos demostraron que el 1FC-305
previene y revierte la cirrosis experimental inducida
con CCls mientras que los estudios preclinicos de
carcinogenicidad sugirieron la posibilidad de que
tuviera también un efecto anticarcinogénico. Para
explorar esta posibilidad se estudié en un modelo
secuencial de cirrosis—hepatocarcinoma, que es como
normalmente se presenta en los pacientes. El efecto
antifibrético del compuesto en este modelo no fue tan
evidente, posiblemente porque el inductor DEN es
méas toxico y sus mecanismos son diferentes. En
relacién con la carcinogénesis su efecto fue mas claro
al disminuir el nimero de nédulos de CHC. Este
efecto se puede explicar a través de la disminucién
de la proliferacién estimulada por DEN, y que este
efecto se asocia con cambios en la expresién de
Tyms, HGF, c-Met y del inhibidor del ciclo celular
p27. Tyms es un blanco terapéutico para el cancer
hepético de drogas como el 5-Flurouracilo, también
es blanco del factor de transcripcion E2F1 [47]. El
HGF/c-Met estd asociado con CHC y promueve la
transicion epitelio-mesénquima importante para las
metéstasis tumorales, al estar inhibida en este estudio
previene estos efectos. La pérdida de control del
ciclo celular es muy importante en CHC, el efecto del
IFC-305 aumentando la expresion de p27 inhibe el
ciclo celular uniéndose a la Cyclina E-Cdk2 durante
la transicion G1-S [48] recientemente se ha
considerado a p27 como blanco en distintos canceres
humanos. El papel de los receptores de adenosina en
cancer es controversial, y el efecto del IFC-305
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disminuye su expresion. La reduccién del receptor
A2a puede aumentar el transporte de la adenosina y
aumentar sus efectos metabolicos entre los que se
encuentra la biosintesis de SAM, un conocido
anticarcindgeno. Los mecanismos moleculares por
los que disminuye HGF, Timps o aumento de p27
requieren estudios subsecuentes. Los estudios
presentados sugieren que este compuesto tiene un
potencial terapéutico como agente quimioprotector
contra el CHC.

Efecto protector del IFC-305 de los cambios en
funcién, metabolismo y dinamica mitocondrial en
un modelo de cirrosis-carcinoma hepatocelular

Las mitocondrias son organelos responsables del
metabolismo energético en las células eucariotas,
generan ATP a través de la fosforilaciéon oxidativa,
del ciclo de los acidos tricarboxilicos (CAT), dona
electrones a la cadena transportadora de electrones
(CTE), formada por cinco complejos (I-V), el NADH
entra al complejo | y genera NAD", y el complejo V
forma el ATP. La mitocondria regula el estado
energético, estado redox y el metabolismo de las
células pudiendo generar los intermediarios
epigenéticos convirtiéndose en el blanco terapéutico
principal de diversas enfermedades incluyendo el
cancer [49]. En enfermedades hepéticas como la
cirrosis se ha demostrado deficiencia energética [50,
51], Otto Warburg sugirié que las mitocondrias de
las células tumorales abastecen la demanda
energética a través del flujo glucolitico por falta de
oxigeno o alteraciones genéticas-epigenéticas que
afectan el metabolismo oxidante [52]. Las
alteraciones metabdlicas pueden disminuir los
niveles de acetil-CoA que también tiene un papel
importante como modulador de la expresion genética
[53, 54]. El estrés oxidante disminuye el flujo
metabdlico incluyendo las enzimas del CAT como la
deshidrogenasa isocitrica (DIC), deshidrogenasa
maélica (DHM). Se han identificado mutaciones de la
DIC que generan oncometabolitos en algunos
tumores [55]. La relacion NAD/NADH refleja el
estado redox y es regulado por CTE. Previamente
nuestro grupo demostré la habilidad de la adenosina
de mantener el estado energético y el estado redox de
la célula [19, 56]. La sirtuina-1 (Sirt-1) depende de
NAD* y es miembro de las desacetilasas de histonas
Il 'y actia sobre PGC-lo, las cuales estan
sobreexpresadas en CHC y estan relacionada con la
acumulacion de mitocondrias defectuosas [49, 57].
Otra enzima dependiente de NAD* es la PARP, poli
ADP ribosa que modula la transcripcion y reparacion
del DNA vy la cual tiene aumentada su actividad en
cancer [58]. La mitocondria no es un organelo
estatico, su dinamismo depende de dos procesos
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fusion y fision de los cuales depende su forma. La
fusion requiere polarizacion de la membrana
mitocondrial y las mitofusina 1 y 2 (MFN 1, 2)
promoviendo la formacion de las crestas
mitocondriales y fosforilacion oxidativa. La fision
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mitocondrial se origina por diversos tipos de estrés y
requiere la participacion de la dinamina (DRP1), y la
depolarizacion de la membrana; las mitocondrias que
la presentan son candidatas a autofagia.
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Figura 9. El tratamiento con IFC-305 inhibe el desarrollo de las lesiones preneopléasicas en la hepatocarcinogénesis inducida con
DEN. a) Secciones histoldgicas de higado con lesiones GGT+. b) Andlisis cuantitativo de las areas GGT+. c) Expresion del gen de Gstpl
gen en los higados de las ratas medida por qRT-PCR. El nivel de RNAm se compar6 contra el del higado control. Efecto del IFC-305 en
la proliferacion celular en la hepatocarcinogénesis inducida con DEN. a y d) Cuantificaciéon densitométrica de la expression de las
proteinas PCNA y de c-Met. b y c) Expresion de los genes de la Timilidato Sintasa (Tyms) y de Hgf en higado de las ratas
experimentales medido por gRT-PCR. Modificado de Velasco et al, 2017.

En general, las mitocondrias de las células
tumorales presentan deficiencia de estos dos
procesos. El esquema experimental comprende 5
grupos, el control tratado con salina por 16 semanas,
el de CHC tratado con DEN 50mg/kg por via
intraperitoneal y solucién salina una vez por semana
o IFC-305 (50mg/kg), tres veces por semana, por 16
semanas y dos de desintoxicacién. El grupo de
progresién de cancer (CP) recibieron DEN (50
mg/Kg de peso) una vez por semana durante 16
semanas y después recibieron salina o IFC-305
(50mg/Kg), tres veces por semana durante seis
semanas. Los animales se sacrificaron con una dosis
letal de pentobarbital sodico [59] (Fig. 10):

1. Evaluacién de la funcion mitocondrial. a) El
cociente respiratorio se evalu6 midiendo el
consumo de oxigeno con glutamato como sustrato
en ausencia de ADP (estado 4) y en presencia de
ADP (estado 3) resultando una disminucion
importante en el grupo de CHC que se recuperd
parcialmente con el IFC-305 y en el grupo CP fue
menor la disminucidn y la recuperacién muy casi
completa; b) este efecto se reflejd en la sintesis de
ATP en el que se observa una importante

recuperacion con el IFC-305 en el grupo de CHC
y en el CP. ¢) Se midié la actividad del complejo
I en el que se observa una reduccidn significativa
en CHC y en CP con una reversion al valor
control en el grupo CP+IFC-305. d) El potencial
de membrana es un indicador importante de la

funcién mitocondrial encontrandose
disminuciones importantes en el CHC y CP
grupos observandose una tendencia a la

recuperacion en los grupos tratados con IFC-305.
e) Se evalud el complejo V, se aislo el complejo
F1FO en la semana 22 y se evaluo la hidrolisis de
ATP, su actividad es menor que en los controles y
el IFC-305 recupera su actividad que llega a ser
mayor que en los controles. Se sabe que la forma
activa del complejo es dimérica, y no se observa
en presencia de DEN ni en el grupo CP, pero si se
observa en el grupo CP con IFC-305. Estos
resultados nos permiten evidenciar su efecto
benéfico, la funcion mitocondrial se dafia en el
grupo de CHC y de CP, en el que no es suficiente
suprimir el tdxico para recuperar la funcion
mitocondrial por lo que es importante la
administracion del IFC-305 para mantener la
integridad funcional de la mitocondria.
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Evaluacion del metabolismo mitocondrial. a)
Actividad del intercambiador malato-aspartato,
este es el mecanismo de entrada del NAD* a la
mitocondria, su actividad se ve disminuida en
CHC y en el grupo CP, los animales tratados con
IFC-305 inhibieron este efecto del DEN vy
normalizaron su actividad al nivel de los
controles. b) EI NAD*/NADH de la mitocondria
se calculd midiendo los niveles del &cido 3-
hidroxibutirato 'y  del acetoacetato, las
mitocondrias de los grupos CHC y CP tuvieron
una disminucién muy marcada de esta relacion
redox, el grupo de CHC, y el CP en presencia del
IFC-305 el grupo de CHC tuvo una pequefia
proteccion y el CP+IFC-305 recupero el valor
control. ¢) Se evaluaron las actividades de dos
enzimas dependientes de NAD* que participan en

el ciclo de los é&cidos tricarboxilicos, la
deshidrogenasa  isocitrica (DIC) 'y la
deshidrogenasa malica (DHM). La DIC

disminuyé discretamente en CHC y CP y
aumentaron ligeramente su actividad con el
tratamiento de IFC-305, la DHM no se afect6 en
CHC vy tuvo un pequefio aumento con el IFC-305
pero en el grupo CP disminuy6 importantemente

4=
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y tuvo un pequefio aumento con el compuesto. La
disminucién de la actividad de estas enzimas
sugiere un mal funcionamiento de CAT por la
administracion de DEN, detectdndose una
recuperacion con el compuesto. d) Como se
comentd previamente la disfuncion mitocondrial
en céancer induce un aumento en el nivel de
lactato, como una medida adaptativa, el grupo de
CHC y CP aumentaron los niveles de lactato en el
higado el IFC-305 lo disminuyd
significativamente sugiriendo adaptacion
metabdlica en respuesta a la recuperacion del
metabolismo mitocondrial. €) Otro metabolito
importante de la mitocondria es la acetil CoA, la
administracion de DEN no modificé sus niveles
pero la presencia del IFC-305 aumento
significativamente los niveles de acetil CoA en
los grupos de CHC y CP. Estudios previos
demostraron la habilidad del compuesto de
modular algunas modificaciones epigenéticas
como la acetilacién de histonas [36], por lo que
se probéd si es cofactor de la histonas
acetiltransferasa en este modelo, demostrando
que en CHC y CP se observa un aumento
significativo de la histona H4 acetilada.

Lactato
8w

6

ng lactato/mg tejido

HCC HCCHIFC-305 cp CP+IFC-305

Control

C) HCCHIFC-305

Figura 10. Evaluacién de la funcién, metabolismo y dindmica mitocondrial. A) Cambios en la actividad de la ATPasa
cuantificada a las 1, 2 y 24 h extractos mitocondriales con digitonina en geles nativos azules y B) determinacion de la presencia de
los complejos monomérico y dimérico de la subunidad F1FO de la ATPasa a las 24 h. C) Determinacion de los niveles de lactato
hepatico, como marcador de la adaptacién metabélica. D) Cambios morfoldgicos evaluados a través de microscocopia electrénica.

Modificada de Chavez et al. 2017.
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3.

Alteraciones de la dindmica mitocondrial
inducidas por DEN. Las interrelaciones entre
mitocondria y nicleo son muy importantes en la
regulacion de la respuesta mitocondrial al estrés
siendo PGC-1la y Sirt-1 las proteinas nucleares
que participan en este proceso. El tratamiento con
DEN en CHC y en CP aumentan estas proteinas
en el nicleo y disminuyen con el tratamiento con
IFC-305, sugiriendo que hay una disminucion del
estrés mitocondrial inducido con DEN. El ciclo
de fisién y fusion mitocondrial se puede evaluar a
través del nivel de las proteinas participantes.
DRP-1 es necesaria para la fision en pequefios
fragmentos de mitocondria que se induce en CHC
y en CP y se previene por el hepatoprotector. La
proteina MFN-2 tiene una tendencia a aumentar
en CHC pero al sacar la relacion DRP-1/MFN-2
aumenta mucho en el grupo CP reflejando un
aumento importante de la fision que no se
observa en presencia del IFC-305. También se
evalu6 los niveles de Sirt-3, que es una
desacetilasa dependiente de NAD* y se observo
una disminucion en el grupo CP que aumento a
un nivel superior al control cuando se traté con
IFC-305, posiblemente relacionado con el
aumento en el redox mitocondrial. Las mejoras
observadas en la funcion, metabolismo vy
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dinamica mitocondrial nos sugirieron estudiar
cambios en la morfologia mitocondrial por
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mitocondrias eran circulares y muy abundantes y
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mitocondrias llamé la atencion que en este Gltimo
grupo eran evidentes las crestas mitocondriales y
se observaban una gran cantidad de ribosomas
sugiriendo que la recuperacion de la funcion
mitocondrial es integral y que se refleja en el
metabolismo, su funcion celular y fisiolégica
[59].
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