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Effects of alpha lipoic acid and pirfenidone  
on liver cells antioxidant modulation against 

oxidative damage

Background: Liver fibrogenic processes are related to cellular redox state. 
Glutathione (GSH) is the major cellular antioxidant. GSH induced activation 
could be related to antifibrogenic effects. Aim: To explore the association bet-
ween the antifibrogenic effect and pro-antioxidant mechanisms of alpha-lipoic 
acid (ALA) and pirfenidone (PFD). Material and Methods: HepG2 cells and 
primary HSC cultures were exposed to menadione 0.1 μM (MEN) as oxidative 
stress inducer and treated to ALA (5 mM) or PFD (10 μM, 100 μM y 1000 μM). 
Results: In HSC, PFD decreased cell proliferation and the expression of CO-
L1A1, TGF-β1, TIMP1, IL6, TNFa and MCP1 induced by MEN. Furthermore 
it was confirmed that ALA and PFD activate diverse antioxidants mediators, 
however MEN decreases this response. Then, MEN, ALA and PFD induce an 
antioxidant response, the first one as a response to injury and the latter two as 
pro-antioxidant inducers. Therefore, when cells are exposed to oxidative stress, 
endogenous systems activate a battery of mediators that increase the antioxidant 
potential. When these cells are treated with ALA and PFD, de novo formation of 
protective genes decreases since previous elicited protection induced in response 
to injury, enhance ALA and PFD effects. Conclusion: Regardless of the route of 
action, ALA and PFD induce the biosynthesis of antioxidants mediators which 
is associated with modulation of fibrogenic processes.
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Los sistemas antioxidantes modulan ciertos 
procesos inflamatorios y fibrogénicos du-
rante el establecimiento de hepatopatías, 

lo que podría ser utilizado en el tratamiento de 
la fibrosis. Sin embargo, existe una gran cantidad 
de protocolos clínicos en los que la inactivación 

de las especies reactivas del oxígeno (ROS, del 
inglés reactive oxygen species) por moléculas anti-
oxidantes es poco efectiva, por lo que es necesario 
desarrollar estrategias para la disminución de ROS 
durante la fibrogénesis.

Las células estelares hepáticas (HSC, del in-
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glés hepatic stellate cells) son el tipo celular más 
relevante durante la fibrogénesis1. Durante le-
siones hepáticas las HSC se activan y proliferan, 
generando matriz extracelular (MEC) y citocinas 
profibrogénicas, las cuales son moduladas por re-
acciones dependientes de ROS, ya que el aumento 
del estrés oxidativo es una de las principales vías 
para la activación de las HSC. El factor de trans-
cripción nuclear eritroide-2 (NF-E2) (Nrf2, del 
inglés: nuclear factor erythroid 2-related factor) 
regula la transcripción de genes antioxidantes2-4. 
Nrf2 se encuentra constitutivamente modulado 
por Keap1, a través de mecanismos que impiden 
o reducen su interacción, proceso dependiente 
del estado redox del medio o la intervención de 
compuestos “pro-antioxidantes”. En algunas cé-
lulas, la transcripción génica inducida por Nrf2 
depende de los mecanismos que interfieren con 
la interacción intranuclear entre Nrf2-Keap15-7 
para permitir la unión de Nrf2 a las regiones 
reguladoras de los genes diana8. La activación de 
Nrf2 también puede ser mediada por la inducción 
de la vía de la cinasa c-Jun N-terminal (JNK)9-14.

El metabolismo de xenobióticos a menudo 
se divide en las fases de modificación (I), con-
jugación (II) y excreción (III). Estas reacciones 
actúan en concierto para inactivar xenobióticos 
y excretarlos. El factor transcripcional Nrf2 pro-
mueve la expresión de mediadores de la fase II, 
donde los subproductos de la fase I son inactiva-
dos mediante conjugación con ligandos como el 
glutatión (GSH), principal antioxidante celular 
endógeno sintetizado a partir de L-cisteína, ácido 
L-glutámico y glicina. La modulación recíproca 
entre los mediadores de la fase I, II y III pueden 
compartir mecanismos similares en diferentes 
tipos de células15,16.

El grupo sulfhidrilo (SH) de la cisteína, 
sirve como donador de átomos de hidrógeno 
y es responsable de la actividad biológica. El 
GSH se sintetiza por la acción de las enzimas 
gamma-glutamil-cisteína sintetasa (γ-GCS) y 
glutatión sintetasa (GS). La γ-GCS es una enzima 
heterodimérica compuesta por una subunidad 
catalítica (GCLC) codificada por el gen GCLC, y 
una subunidad moduladora (GCLM) codificada 
por el gen GCLM. La transcripción de GCLC y 
GCLM es inducida por Nrf2 y se incrementa en 
procesos que cursan con estrés oxidativo y daño 
celular17. Sin embargo, no solamente los genes 
antioxidantes son transcritos durante procesos 

de daño, la activación de factores de transcripción 
como el NF-kB se relaciona con la evolución y la 
perpetuación del proceso inflamatorio18, promo-
viendo la activación de cinasas (ERK, JNK, AMPK 
y Akt) que favorecen la producción de mediadores 
fibrogénicos, entre los más importantes, el factor 
de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y 
el factor de crecimiento transformante-β1 (TGF- 
β1)19-22. Por lo tanto, variaciones en la regulación 
de genes antioxidantes contribuyen directamente 
en la activación de las HSC23,24.

La pirfenidona (PFD, 5-metil-1-fenil-2-(1H)-
piridona) es un fármaco que ha demostrado un 
eficaz efecto antifibrótico25 y anti-inflamatorio 
en varios modelos animales, in vitro y en ensa-
yos clínicos de enfermedades fibrogénicas26. Se 
ha observado que la PFD posee la capacidad de 
neutralizar directamente ciertos radicales libres, 
como el radical superóxido (O

2
·-), lo que puede 

contribuir a las actividades antifibróticas de esta 
molécula27. Además ha demostrado un incremento 
en la capacidad antioxidante celular, pero el me-
canismo molecular exacto es desconocido28. Por 
lo que su acción protectora es inducida por varias 
vías. Con base en esto, la idea central que surge es 
que, además del potencial antifibrogénico, induce 
la formación de novo de proteínas anti-oxidantes. 
Se ha observado que ciertos compuestos, como el 
ácido lipoico (ALA), inducen esta respuesta29. Por 
lo tanto, este estudio tiene como objetivo definir 
el mecanismo molecular por el cual la PFD mo-
dula la vía de señalización antioxidante en células 
hepáticas durante un proceso de estrés oxidativo 
inducido por la menadiona (MEN).

Materiales y Métodos

Reactivos
El anticuerpo policlonal Nrf2 es de Santa Cruz 

Biotecnology (Santa Bárbara, CA) y el anticuer-
po monoclonal para fibrilarina de Sigma (St. 
Louis, MO). El PDGF humano recombinante de 
Peprotech (Rock Hill, NJ). El medio de cultivo 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) e 
Iscove’s Modified Eagle’s Medium (IMEM), gluta-
max, aminoácidos no esenciales y tripsina fueron 
obtenidos de Gibco BRL Life Technologies (Grand 
Island, NY) y el suero bovino fetal (FBS) de Hyclo-
ne Laboratories (Logan, RU). Si no se especifica, 
todos los demás reactivos son de grado analítico 
de Sigma (St. Louis, MO).
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Diseño experimental
Para evaluar el efecto de la PFD a diferentes 

dosis (10 μM, 100 μM y 1.000 μM) o MEN (0,1 
μM), se analizó la cinética de la actividad meta-
bólica mitocondrial (ensayo de MTT) de las HSC 
a las 12, 24 y 48 h posteriores a la exposición. En 
otro diseño experimental se analizó el efecto de 
PFD (100 μM) y ALA (5 mM) en la actividad 
metabólica mitocondrial inducida por PDGF (10 
ng/ml) o MEN (0,1 μM) a las 8 h. Para evaluar la 
expresión de novo (qRT-PCR) de genes pertene-
cientes a las categorías antioxidante, inflamatoria 
y fibrogénica, primero las HSC fueron expuestas 
a PFD (100 μM) o ALA (5 mM) por 2, 4, 8, 12 y 
24 h. Posteriormente se analizó el efecto de PFD 
(10 μM, 100 μM y 1.000 μM) sobre la modulación 
de la expresión génica de estas categorías en HSC 
expuestas a MEN (0,1 μM) por 8 h. Los niveles de 
GSSG, GSH y GSH total en las HSC fueron cuan-
tificados 24 h posteriores a la exposición de PFD 
(10 μM, 100 μM y 1.000 μM) o ALA (5 mM). Para 
analizar la activación del factor transcripcional 
Nrf2, en diferentes tipos de células hepáticas, las 
HSC fueron tratadas con PFD (100 μM), MEN (0,1 
μM) o una combinación de ambos por 30’, de la 
misma manera las células HepG2 fueron expuestas 
a ALA (5 mM), posterior al tiempo establecido se 
llevó a cabo la extracción de proteínas nucleares 
para el análisis por Western Blot. Finalmente para 
analizar el efecto de PFD en la generación de ROS 
inducida por MEN, las HSC fueron expuestas 
a 100 μM de PFD y 0,1 μM de MEN por 15’. El 
nivel de ROS generado fue detectado mediante 
la conversión de 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina 
diacetato (DCFH-DA).

Cultivo de células hepáticas
Las HSC fueron aisladas a partir de seccio-

nes de hígado humano normal no aptos para el 
trasplante, mediante digestión con colagenasa-
pronasa, además de ultracentrifugación sobre 
gradientes de Stractan y mantenidas en cultivo 
de monocapa en medio IMEM a 30% FBS, 1% 
Glutamax y 1% aminoácidos no esenciales a 37°C 
en atmósfera húmeda a 5% CO

2
. El procedimiento 

para el aislamiento celular ha sido detalladamente 
descrito previamente30. Brevemente, las secciones 
de aproximadamente 50 g fueron disgregadas 
mecánicamente y cortadas con una hoja de bis-
turí hasta hacerla homogénea, posteriormente 

el macerado se transfirió a un matraz estéril que 
contiene 100 ml de solución salina balanceada 
de Hank (HBSS, del inglés Hank’s balanced salt 
solution. Life Technologies) sin Ca y Mg + 0,5% 
de pronasa (71,5 PUK/mg. Calbiochem) + 0,05 
colagenasa (Tipo IV. Sigma) + DNasa 5 g/ml + 
antibiótico antimicótico (Life Technologies) a 
1% y se incubó a 37º C durante 30 min. El tejido 
retenido en la gasa el cual no fue digerido, se trató 
nuevamente con solución HBSS reducida (prona-
sa 0,05% + colagenasa 0,05%). Posteriormente la 
suspensión celular se dividió en varios tubos de 50 
ml y se realizaron 5 lavados con HBSS reducida 
durante 7 min a 500 g, al finalizar los lavados, to-
dos los precipitados celulares se reunieron en un 
tubo con 25 ml de HBSS reducida y se colocaron 
en 4 tubos sobre cuatro gradientes de Stractan 
(Cellsep; Larex Inc., MN) a diferente densidad y 
se centrifugó a 20.000 rpm por 30 min. Se sepa-
ró la fase correspondiente a las células estelares 
hepáticas y se realizaron dos lavados con HBSS 
(sin enzimas), se descartó el sobrenadante y las 
células fueron resuspendidas en IMEM con 30% 
de suero bovino fetal, a las 24 h se reemplazó el 
medio y las células adheridas fueron utilizadas 
para los experimentos entre los pases 3-7. Las HSC 
utilizadas mostraron características de miofibro-
blasto, lo que indica una completa activación. Las 
células HepG2 (No. AGT975345) se obtuvieron 
de la American Type Culture Collection (Manassas, 
VA), fueron mantenidas en cultivo de monocapa 
en medio DMEM al 8% FBS, 1% Glutamax y 1% 
aminoácidos no esenciales a 37°C en atmósfera 
húmeda al 5% CO

2
.

Actividad metabólica, método de MTT
La actividad metabólica celular fue determina-

da por el método de MTT basado en la conversión 
del bromuro de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-
difenil-tetrazolio en azul formazán por la enzima 
succinato-deshidrogenasa, la tasa de conversión 
es proporcional al número de células metabólica-
mente activas. Cuatro horas previas a los tiempos 
analizados se añadió el MTT (5 mg/ml) al cultivo 
celular y se incubó a 37oC, posteriormente se aña-
dió la solución de 5% SDS/0,05 N HCl por 20 h 
a 37oC y se cuantificó espectrofotométricamente 
a 579 nm. Los resultados se expresan como la 
actividad metabólica relacionada al porcentaje 
de células viables.
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RT-PCR cuantitativa
El RNA total fue aislado utilizando el RNeasy 

Mini Kit (QIAGEN, CA) y retrotranscrito median-
te la transcriptasa inversa MMLV (200 U) utilizan-
do el sistema de síntesis Superscript y hexámeros 
aleatorios (Invitrogen-Life Technologies, CA). El 
cDNA fue tratado con DNAsa I (Invitrogen-Life 
Technologies, CA). Los productos retrotranscri-
tos fueron amplificados mediante reacción en 
cadena de la polimerasa de tipo cuantitativa 
(qPCR) utilizando el TaqMan Universal PCR 
Master Mix y los oligonucleótidos específicos 
prediseñados (Applied Biosystems, Hammonton, 
NJ) para los genes GCLC, glutamil-cisteína sinte-
tasa subunidad catalítica (NM_001498), GCLM, 
glutamil-cisteína sintetasa subunidad modula-
dora (NM_002061), HMOX1, hemoxigenasa 1 
(NM_002133), SOD1, superóxido dismutasa 1 
(NM_000454), IL6, interleucina 6 (NM_000600), 
MCP1, proteína quimiotáctica de monocitos 1 
(NM_002982), TNFa, factor de necrosis tumoral 
alfa (NM_000594), COL1A1, colágena tipo I alfa 
1 (NM_000088), TGF-b1, factor de crecimiento 
transformante beta 1 (NM_000660), TIMP1, inhi-
bidor de metaloproteasas TIMP 1 (NM_003254) y 
GAPDH, gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa 
(NM_002046). Los ciclos realizados fueron de 2 
min/50°C, 2 min/95°C, y 40 ciclos de 30 s/95°C y 
40 s/60°C utilizando el equipo Rotor Gene-3000 
(Corbett Life Science). Los resultados se indican 
como las veces de aumento o disminución de la 
expresión génica normalizado a los niveles del gen 
constitutivo gliceraldehído 3-fosfato deshidro-
genasa (GAPDH) y relacionados con los niveles 
del gen correspondiente de la muestra control 
expresado como 2-ΔΔCt.

Contenido de glutatión
Los niveles de GSH (glutatión reducido) y 

GSSG (glutatión oxidado) fueron determinados 
según el principio de reciclaje enzimático32, se-
gún las indicaciones del proveedor (Glutathione 
Colorimetric Detection Kit Arbor Assays, MI. USA).

Análisis de Nrf2 por Western Blot
Las fracciones celulares fueron aisladas como 

se ha descrito previamente28. Las células fueron 
tratadas con el tampón hipotónico para aislar la 
fase citosólica y un tampón hipertónico para aislar 
la fase nuclear. Posterior a la cuantificación protei-
ca, 12 μg de proteína nuclear fueron cargados en 

geles desnaturalizantes a 12% de SDS-poliacrila-
mida y transferidos a membrana de PVDF 0,2 μm 
(Bio-Rad. CA). Posterior a la detección del Nrf2 
(anti-Nrf2 1:200) se digitalizaron las bandas y se 
eliminó (stripping) el anticuerpo Nrf2 utilizando 
el tampón Western Blot Stripping Buffer según 
indicaciones del proveedor (Santa Cruz, CA), 
posteriormente se detectó (reprobe) la fibrilarina 
(anti-fibrilarina 1:500). La densidad relativa de las 
bandas generadas con el sistema de peroxidasa se 
analizó digitalmente utilizando el programa Kodak 
ID Image Analysis, los resultados se expresaron 
como Unidades Relativas de Área (U.R.A.).

Detección del nivel intracelular de ROS
La generación intracelular de ROS se detectó 

mediante el uso de la conversión de 2,7-dicloro-
dihidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA) por 
esterasas en el derivado fluorescente correspon-
diente. La densidad relativa de la fluorescencia 
emitida por las células de diez campos al azar, fue 
cuantificado digitalmente utilizando el programa 
Kodak ID Image Analysis, los valores se expresaron 
como Unidades Relativas de Área (U.R.A.).

Análisis estadístico
Los resultados se expresan como la media ± 

desviación estándar. El análisis estadístico se rea-
lizó mediante el análisis de varianza a dos colas, 
cuando el valor de p fue significativo (p ≤ 0,05) 
mediante la prueba de Duncan.

Resultados

PFD reduce la actividad metabólica celular basal 
e inducida por PDGF

Mediante el método de MTT se cuantificó la 
tasa de actividad metabólica mitocondrial, la cual 
es proporcional al número de células viables, lo 
que indica el grado de proliferación celular. Las 
HSC del grupo control presentaron el crecimiento 
característico para el período analizado. Este efecto 
se redujo por el pre-tratamiento con PFD a partir 
de 100 μM (Figura 1A). El PDGF 10 ng/ml por 24 
h aumentó el crecimiento de las HSC vs control. 
Este efecto fue disminuido significativamente por 
el pre-tratamiento con PFD 100 μM. El MEN 0,1 
µM no modificó la actividad metabólica celular 
(Figura 1B).
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Figura 1. Efecto de la PFD en la actividad metabólica mitocondrial en células HSC. A) Tiempo acción de la actividad me-
tabólica mitocondrial en células tratadas con PFD y MEN a las 12, 24 y 48 h; B) Efecto de PFD 100 µM y ALA 5 mM en la 
actividad metabólica mitocondrial inducida por PDGF (10 ng/ml) y MEN (0,1 μM) por 24 h. La actividad metabólica celular fue 
determinada por la reducción de la sal de tetrazolio a azul formazán por la succinato deshidrogenasa mitocondrial (ensayo 
de MTT). Los valores representan la media ± la desviación estándar de tres experimentos independientes y por triplicado de la 
actividad metabólica relacionada al porcentaje de células viables. +p ≤ 0,05 comparada con PDGF. *p ≤ 0,05 comparada con 
el grupo control suplementado con medio de cultivo SFIF (medio de cultivo libre de suero bovino fetal e insulina). PFD, 5-metil-
1-fenil-2-(1H)-piridona o pirfenidona. MEN, 2-metil-1.4-naftoquinona o menadiona. ALA, ácido alfa-lipoico. PDGF, factor de 
crecimiento derivado de plaquetas.

PFD induce la expresión de genes antioxidantes 
y los niveles de GSH

La PFD 100 µM per se incrementó principal-
mente a las 12 h la expresión del mRNA (2-ΔΔCt) de 
los genes antioxidantes GCLM (5,9), GCLC (2,5) 
y HMOX1 (3,4), pero no la SOD1 (1,2). El ALA 
5 mM indujo la misma respuesta, GCLM (13,0), 
GCLC (10,7), HMOX1 (3,3) entre las 8 y las 12 h 
(Figura 2A), esto correlaciona con el incremento 

del nivel de GSH en las células tratadas con PFD 
o ALA (Figura 3). En cambio, cuando las HSC 
fueron expuestas tanto a PFD como a MEN (Tabla 
1), la expresión de GCLC y GCLM fue menor vs 
las HSC tratadas sólo con MEN, la expresión de la 
HMOX1 y SOD presentaron la misma tendencia, 
sin embargo, esta disminución no indujo cambios 
estadísticamente significativos en comparación 
con las células tratadas con PFD.

Efecto de pirfenidona en el nivel de glutatión en células estelares hepáticas - J. Macias-Barragan et al
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PFD reduce la respuesta inflamatoria y 
fibrogénica basal e inducida por estrés 
oxidativo en las HSC

Posterior al tratamiento con PFD 100 µM, 
se observó la disminución en los niveles basales 
de la expresión del mRNA (2-ΔΔCt) de los genes 
proinflamatorios IL6 (0,22, 4 h), MCP1 (0,50, 8 
h) y TNFa (0,41, 8 h) (Figura 2C), así como de 
los genes profibrogénicos COL1A1 (0,49), TGF-

Figura 2. Modulación de la expresión génica de acuerdo a las categorías antioxidante, inflamatoria y fibrogénica en HSC. 
Cuantificación de la expresión del RNAm de genes: A) antioxidantes inducida por PFD 100 μM; B) antioxidantes inducida por 
ALA 5 mM. Las categorías C) inflamatoria y D) fibrogénica moduladas por PFD 100 μM, a las 2, 4, 8, 12 y 24 h. Las gráficas 
representan [sobre-expresión (> 1), expresión basal del control (=1), disminución en la expresión (< 1)] la media ± desviación 
estándar de las veces de cambio (2-ΔΔCt) con respecto al grupo control = 1 (línea gris punteada). La expresión del RNAm de 
los genes analizados fue normalizada a los niveles de expresión del gen constitutivo gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa 
(GAPDH). *p ≤ 0,05 en comparación con el grupo control. n = 3. GCLC, glutamil-cisteína sintetasa subunidad catalítica. GCLM, 
glutamil-cisteína sintetasa subunidad moduladora. HMOX1, hemoxigenasa 1. SOD1, superóxido dismutasa 1, IL6, interleucina 
6. MCP1, proteína quimiotáctica de monocitos 1. TNFa, factor de necrosis tumoral alfa. COL1A1, colágena tipo I alfa 1. TGF-b1, 
factor de crecimiento transformante beta 1. TIMP1, inhibidor de metaloproteasas TIMP 1.

b1 (0,20) y el TIMP1 (0,13) comparándolos con 
el grupo control (= 1) a las 12 h (Figura 2D), esta 
tendencia también se observó en células expuestas 
a PFD 100 µM+MEN 0,1 µM (Tabla 1).

Efecto de la PFD en la importación nuclear 
del factor de transcripción Nrf2

La exposición de las HSC a PFD 100 µM o 
MEN 0,1 µM (Figura 4A) mostró un incremento 

Efecto de pirfenidona en el nivel de glutatión en células estelares hepáticas - J. Macias-Barragan et al
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Figura 3. Efecto de PFD en los niveles 
de glutatión en las HSC. Los niveles de 
glutatión reducido (GSH), glutatión oxi-
dado (GSSH) y GSH total (Total) fueron 
cuantificados en las HSC tratadas con 
PFD 10 μM, 100 μM y 1.000 µM así como 
con ALA 5 mM por 24 h. *p ≤  0,05 
comparada con el grupo control (SFIF). 
n = 3. SFIF, medio de cultivo libre de sue-
ro bovino fetal e insulina. PFD, 5-metil-
1-fenil-2-(1H)-piridona o pirfenidona. 
ALA, ácido alfa-lipoico.

Tabla 1. Análisis de la expresión génica inducida por la PFD en las HSC expuestas a MEN

Categoría 
funcional

Nombre ID Menadiona (MEN)

PFD

10 µM 100 µM 1.000 µM

Antioxidante Glutamil-cisteína sintetasa subunidad catalítica GCLC 2,35 ± 0,2 1,57 ± 0,6 1,89 ± 0,9 1,92 ± 0,2
Glutamil-cisteína sintetasa subunidad moduladora GCLM 2,52 ± 0,4 1,61 ± 0,2 1,96 ± 0,3 2,00 ± 0,4
Hemoxigenasa 1 HMOX1 1,93 ± 0,1 1,53 ± 0,3 1,11 ± 0,4 0,97 ± 0,3
Superóxido dismutasa 1 SOD1 1,41 ± 0,2 1,12 ± 0,4 1,29± 0,4 1,01± 0,5

Inflamatoria Interleucina 6 IL6 1,53 ± 0,3 1,42 ± 0,5 1,06 ± 0,1 1,06 ± 0,3
Proteína quimiotáctica de monocitos 1 MCP1 1,40 ± 0,1 1,29 ± 0,3 1,16 ± 0,2 0,70 ± 0,1
Factor de necrosis tumoral alfa TNFa 1,43 ± 0,2 1,32 ± 0,7 1,08 ± 0,3 1,06 ± 0,5

Fibrogénica Colágena tipo I alfa 1 COL1A1 1,92 ± 0,2 1,82 ± 0,5 1,12 ± 0,1 0,99 ± 0,4
Factor de crecimiento transformante beta 1 TGF-b1 1,53 ± 0,6 1,33 ± 0,3 1,33 ± 0,1 1,27 ± 0,2
Inhibidor de metaloproteasas TIMP 1 TIMP1 1,50 ± 0,4 1,09 ± 0,3 1,07 ± 0,1 0,98 ± 0,3

Expresión génica inducida por PFD (10, 100 y 1.000 μM) de manera dosis dependiente de acuerdo a las categorías funcionales 
antioxidante, inflamatoria y fibrogénica en células expuestas a MEN (0,1 μM) por 8 h. Los valores representan la media ± desvia-
ción estándar de las veces de cambio (2-ΔΔCt) con respecto al grupo control (=1). La expresión del RNAm de los genes analizados 
fue normalizada a los niveles de expresión del gen constitutivo gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). n = 3. PFD, 
5-metil-1-fenil-2-(1H)-piridona o pirfenidona. MEN, 2-metil-1.4-naftoquinona o menadiona.

del nivel de Nrf2 en el núcleo celular comparado 
con el control, las HSC tratadas con PFD 100 
µM+MEN 0,1 µM mostraron un menor nivel de 
Nrf2 en este compartimento celular. La Figura 4B 
muestra un incremento significativo del nivel de 
Nrf2 inducido por ALA 5 mM vs grupo control, 
lo que confirma la activación de este sistema en 
dos tipos de células hepáticas.

PFD disminuye la generación de ROS inducida 
por el MEN

La generación intracelular de ROS se detectó 
por la conversión de 2’,7’-dichlorodihydrofluo-

rescein diacetato (DCFH-DA) en respuesta a MEN 
0,1 µM en presencia o ausencia de PFD 100 µM. 
Como se observa en la Figura 5, la PFD reduce 
notablemente la generación de ROS intracelular 
inducida por este sistema pro-oxidante.

Discusión

La PFD mostró propiedades anti-inflamatorias 
y anti-fibróticas tanto a nivel basal como en res-
puesta al estrés oxidativo en cultivo primario de 
HSC humanas, lo cual se asocia a la activación 
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Figura 4. Efecto de la PFD en la traslocación nuclear del factor transcripcional Nrf2. A) Las HSC cultivadas en medio SFIF fueron 
expuestas a 100 μM de PFD y 0,1 μM de MEN por 30’. Las imágenes son representativas de los resultados de Western Blot de la 
fracción nuclear (12 μg), n = 3; B) Las células HepG2 fueron expuestas a 5 mM de ALA por 30’, las imágenes corresponden a la 
fracción nuclear (15 μg), n = 3. Los resultados son representativos de tres experimentos independientes. Las gráficas resumen 
los resultados de dichos experimentos, donde los valores representan la media ± desviación estándar de las Unidades Relativas 
de Área (U.R.A.). *p ≤ 0,05 comparada con el grupo control (SFIF).

Figura 5. Efecto de la PFD en el nivel 
de ROS intracelular inducido por MEN. 
Las HSC fueron expuestas a 100 μM de 
PFD y 0,1 μM de MEN por 15’. El nivel de 
ROS generado fue detectado mediante 
la conversión de 2’,7’-dichlorodihydro-
fluorescein diacetato (DCFH-DA). La 
gráfica resume los resultados derivados 
de la observación de diez campos mi-
croscópicos distintos para cada uno de 
tres experimentos independientes. Los 
valores se expresaron como Unidades 
Relativas de Área (U.R.A.) y representan 
la media ± SD. *p < 0,05.
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del sistema antioxidante. En cuanto a los efectos 
antioxidantes, se ha observado que la PFD inhibe 
la lipoperoxidación29 mediante la inhibición de la 
enzima óxido nítrico sintetasa inducible (iNOS)30, 
lo que reduce la generación de ROS y disminuye la 
señalización para la activación de las HSC31. Ade-
más nuestros resultados muestran un claro incre-
mento del nivel de GSH y del mRNA de los genes 
GCLC, GCLM y HMOX1 por la PFD, respuesta 
similar a la producida por el ALA. Sin embargo, 
no se observó un incremento en la SOD1. Así mis-
mo el MEN incrementó la expresión del mRNA 
de estos genes y de SOD1, en este caso no como 
una inducción pro-antioxidante, sino como una 
respuesta protectora por el incremento de ROS. 
Esto es relevante, ya que no hay reportes donde se 
indique que la PFD induce per se la activación de 
sistemas antioxidantes. La activación de la mayoría 
de los genes antioxidantes es dirigida por el factor 
transcripcional Nrf232-35; sin embargo, en el caso 
de SOD1 es probable que esta enzima requiera 
de la co-activación de factores transcripcionales 
sensibles al radical O

2
·- que comprenden eventos 

intracelulares complejos e involucran múltiples 
elementos de regulación positiva y negativa36.

En condiciones normales, varios tipos de 
células expresan Nrf2 constitutivamente y es re-
primido por el inhibidor Keap1 en el citoplasma, 
durante procesos de oxidación este inhibidor sufre 
cambios conformacionales y libera al Nrf2 para 
que éste sea transportado al núcleo32,37-39, lo cual 
pudimos confirmar al tratar células HepG2 con 
el ALA, donde el Nrf2 nuclear incrementó con 
respecto a las células no tratadas.

El tratamiento con PFD o PFD+MEN mostró 
un incremento significativo de Nrf2 en el núcleo 
celular, este fenómeno puede llevarse a cabo por 
varias vías, como el paso de Nrf2 del citoplasma al 
núcleo inmediatamente después de la traducción 
de la proteína, por reorganización de Nrf2 en el 
núcleo donde se facilita su disociación de Keap1 
cerca de la membrana nuclear, o posiblemente 
como una disminución en el proceso de degra-
dación de Nrf2. Por lo tanto, la promoción de 
este mecanismo o la intervención de varios de 
ellos parecen ser los responsables de mantener un 
mayor nivel de Nrf2 nuclear. Aún no se entiende 
si los mecanismos activados por la combinación 
de PFD+MEN operan de manera independiente 
o en forma coordinada, sin embargo, se plantea 
la hipótesis de que este efecto está relacionado a 

la interacción bioquímica de ambos compuestos 
y la participación de enzimas de fase I para el me-
tabolismo de xenobióticos40,41. Está comprobado 
que enzimas con capacidad reductora, como la 
citocromo P450 reductasa y la NADH-ubiquinona 
oxidorreductasa metabolizan quinonas, en este 
caso la MEN, por reacciones de reducción de un 
electrón, las semiquinonas inestables resultantes 
pueden entrar fácilmente en un ciclo redox cuando 
el oxígeno está presente, induciendo que se genere 
nuevamente la quinona, con la generación con-
comitante de ROS42, sin embargo, la generación 
de ROS puede ser disminuida por PFD al reducir 
la cantidad de ROS como se pudo observar por 
la conversión de DCFH-DA. Además se observó 
que el incremento en la cantidad de ROS inducida 
por MEN activa enzimas de la fase II, como la 
GCLC y la GCLM, las cuales son reguladas por 
Nrf2, lo que demuestra que, en las HSC tratadas 
con PFD+MEN donde el nivel de Nrf2 importado 
al núcleo es menor que en las HSC tratadas sólo 
con MEN, el PFD tiene un efecto regulador en la 
activación de mediadores antioxidantes. Por lo 
tanto, el efecto protector de la PFD podría actuar 
por vías diferentes, la primera por inhibición 
directa de ROS, y la otra por la inducción de una 
incrementada importación de Nrf2 al núcleo lo 
que conlleva al incremento transcripcional de 
genes que codifican para enzimas antioxidantes 
con efectos protectores, sin embargo, se requiere 
analizar la interacción química entre ambos com-
puestos previo a la activación de Nrf2.

Con respecto a la proliferación celular, se 
observó que el MEN no incrementa la prolife-
ración de las HSC, por lo tanto, durante daño 
hepático crónico, el estrés oxidativo no induce la 
proliferación, pero si la formación y liberación de 
citocinas y factores del crecimiento, y son éstos los 
que promueven la proliferación celular. Además la 
PFD disminuyó la proliferación (analizado como 
actividad mitocondrial) inducida por el PDGF o el 
MEN, lo cual correlaciona con la reducción de la 
síntesis basal e inducida de las citocinas IL6, MCP1 
y TNFa, lo que se asocia con una relevante acti-
vidad anti-inflamatoria, ya que estos mediadores 
están relacionados con el infiltrado inflamatorio 
en el tracto portal durante la hepatitis crónica. 
Además, la secreción de citocinas proinflamatorias 
y quimiocinas por las HSC, contribuye no sólo 
al reclutamiento sino a la activación de nuevos 
monocitos en el sitio de la lesión. La inflamación 

Efecto de pirfenidona en el nivel de glutatión en células estelares hepáticas - J. Macias-Barragan et al

Rev Med Chile 2014; 142: 1553-1564



1562

artículos de investigación

prolongada conduce a un cambio progresivo en 
el tipo de células presentes en el lugar del daño, 
que se caracteriza por la cicatrización del tejido 
posterior al proceso inflamatorio, es aquí donde 
los mediadores profibrogénicos son activados. 
Con respecto a este proceso se observó que la 
PFD disminuyó la expresión basal e inducida 
por el MEN de COL1A1, TGF-β1 y TIMP1, los 
cuales juegan un papel importante en el desarro-
llo de la fibrosis hepática, estableciendo un ciclo 
autócrino el cual conlleva a la proliferación de los 
fibroblastos y su diferenciación en miofibroblas-
tos secretores de colágeno. Estos mediadores son 
reconocidos como los principales conductores 
hacia el fenotipo fibrótico. Se ha reportado que el 
TGF-β1 disminuye la expresión y la actividad de 
enzimas antioxidantes43-45, y de forma inversa la 
activación de Nrf2 puede suprimir la expresión 
del TGF-β1 y la activación de las HSC46-49, efectos 
observados con el tratamiento con PFD. Por lo 
tanto, la modulación del sistema antioxidante está 
íntimamente relacionada con la regulación de la 
activación de las HSC50-52, sin olvidar que el lapso 
y nivel de daño en el microambiente hepático 
puede determinar la dirección hacia la fibrólisis 
o la fibrogénesis tisular.

En conclusión, la PFD promueve el potencial 
antioxidante endógeno de las HSC al inducir la 
expresión de genes antioxidantes y del GSH ya que 
es probable que las principales acciones terapéu-
ticas de la PFD en condiciones de daño hepático 
crónico parecen ser debidas a la interacción entre 
sus efectos antifibróticos así como la modulación 
de la actividad anti-inflamatoria y anti-oxidante 
en un contexto caracterizado por la inhibición de 
la activación de las HSC.
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