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Resumen

El envejecimiento se asocia con una desregulacion de los sistemas biologicos que conducen a un aumento del estrés oxidativo, la
inflamacioén, apoptosis... El xanthohumol (XN) es la principal calcona prenilada presente en el lapulo (Humulus lupulus L.). En este
trabajo se investigd el posible efecto protector del XN sobre la respuesta inflamatoria hepatica secundaria al envejecimiento. Para
ello, se utilizaron ratones (SAMPS), jovenes y viejos, de 2 y 10 meses de edad, respectivamente. Los animales se dividieron en 4
grupos: jovenes no tratados, viejos no tratados, viejos tratados con 1 mg/kg/dia de XN y viejos tratados con 5 mg/kg/dia de XN. Como
control se usaron ratones SAMRI. Tras 30 dias de tratamiento, los animales se sacrificaron, los higados se almacenaron a -80°C y se
midio la expresion de ARNm (eNOS, HO-1, IL-1pB, NF-«kB, y TNF-a) y de proteinas (eNOS, iNOS, TNF-a, IL1f, NF-kB ¢ IL10) por
RT-PCR y Western blotting. Los resultados se analizaron mediante un ANOVA seguido de la prueba t de Student con significancia
estadistica en p<0,05. Se observé una mayor expresion de ARNm y proteinas de marcadores inflamatorios en ratones viejos SAMP8
comparados con los observados en ratones SAMPS8 jovenes y SAMRI. Este efecto fue significativamente reducido por XN (p<0,05).
En la mayoria de los casos, este efecto fue dependiente de la dosis. En conclusion, se demostro que el tratamiento con XN modula
la inflamacion y el estrés oxidativo en higados envejecidos, lo que sugiere su posible efecto protector sobre la disfuncion hepatica
secundaria a la edad.
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Abstract

Aging is associated with a deregulation of biological systems that lead to an increase in oxidative stress, inflammation, and apoptosis,
among other several effects. Xanthohumol (XN) is the main preylated chalcone present in hops (Humulus lupulus L.). In recent years,
it has been shown its antioxidant, anti-inflammatory and chemopreventive properties. In this research work, the possible protective
activity of XN on liver dysfunction was addressed. In order to do so, male senescence accelerated mice (SAMP8) were used. Young
and old animals, aged 2 and 10 months respectively, were divided into 4 groups: untreated young, untreated old, old treated with 1
mg/ kg / day XN, and old treated with 5 mg/kg/day XN. SAMR1 mice were used as the control animals. Male senescence accelerated
resistant mice (SAMR1) were used as controls. After 30 days of treatment, animals were sacrificed and livers were collected. mRNA
(eNOS, HO-1, IL-1B, NF-kB, and TNF-a) and protein expression (eNOS, iNOS, TNF-a, IL1$, NF-kB, and IL-10) were measured by RT-
PCR and Western blotting, respectively. Mean values were analyzed using ANOVA followed by Student’s t-test. Statistical significance
was set at p<0.05. A significant increase in mRNA and protein levels of oxidative stress and pro-inflammatory markers was shown in
old untreated SAMP8 mice compared with SAMP8 young group and SAMR1 mice. In general, age-related oxidative stress and inflam-
mation were significantly decreased (p<0.05) after XN treatment. In most cases, this effect was dose-dependent. In conclusion, XN
was shown to modulate inflammation and oxidative stress in aged livers, exerting a possible protective effect on hepatic dysfunction.
Keywords: xanthohumol, liver, aging, inflammation.
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Introduccion

El envejecimiento es uno de los principales factores de
riesgo de enfermedades cronicas. La senescencia celular es
un mecanismo que limita el potencial proliferativo de célu-
las danadas y, ademas, también conduce a inflamacion, fi-
brosis y otros trastornos importantes.

El higado esta totalmente involucrado en este proceso ya
que el metabolismo energético y las vias de desintoxicacion
se dafian. El envejecimiento hepatico conduce a alteracio-
nes estructurales y funcionales: el higado sufre una reduc-
cion significativa del 30% en el volumen con el aumento de
la edad. Del mismo modo, el flujo sanguineo hepético se re-
duce un 35%, lo que puede explicar la disfuncion de las cé-
lulas endoteliales hepaticas. Ademas diferentes estudios han
demostrado una disminucion significativa en el nimero de
mitocondrias en los sujetos de edad avanzada y una dismi-
nucion en la expresion de los genes implicados en la defen-
sa frente al estrés oxidativo (Preedy V, 2014). Los flavonoi-
des son un grupo diverso de fitonutrientes que se encuentran
en las frutas y verduras. En términos de envejecimiento, los
flavonoides son de particular interés ya que pueden interac-
tuar con las vias de sefializacion celular modulandolas. El
xanthohumol (XN) es un flavonoide prenilado derivado del
lupulo, que ha sido identificado como un regulador de varias
vias metabolicas (Pinto C, Cestero K, Rodriguez-Galdon B y
Macias P, 2014). Se ha sugerido que el XN puede tener efec-
tos antioxidantes y/o antiinflamatorios (Zhang B, Chu W,
Wei P, LiuY y Wei T, 2015). En este aspecto, estudios recien-
tes han demostrado que el XN contribuye a la prevencion del
dafio oxidativo reduciendo no sélo las ROS sino también la
produccion de 6xido nitrico (NO). También exhibe propie-
dades antiinflamatorias por la inhibicién de la actividad ci-
clooxigenasa (Ungvari Z, Csiszar A y Kaley G, 2004).

El objetivo de este trabajo fue evaluar los posibles efec-
tos del XN en la respuesta inflamatoria al envejecimiento
hepatico en un modelo experimental consistente en ratones
macho SAMPS.

Material y métodos

Se utilizaron ratones (SAMPS), jovenes y viejos, de 2 y
10 meses de edad, respectivamente. Los animales se divi-
dieron en 4 grupos: jévenes no tratados, viejos no tratados,
viejos tratados con 1 mg / kg / dia de XN y viejos tratados
con 5Smg / kg / dia de XN. Como animales control se usaron
ratones SAMRI1. Tras 30 dias de tratamiento, los animales
se sacrificaron, los higados se almacenaron a -80° C y la ex-
presion de ARNm (eNOS, HO-1, IL-1p, NF-xB, y TNF-a)
y de proteinas (eNOS, iNOS, TNF-q, IL1B, NF-«xB e IL-10)
se midieron por RT-PCR y Western blotting, respectivamen-
te. Los resultados se analizaron mediante un ANOVA segui-
do de la prueba t de Student y la significacion estadistica se
establecio en p<0,05.

Resultados

El envejecimiento aument6 la expresion de TNF-a e
IL1B, tanto en higado de ratones SAMP8 como SAMRI.
Este efecto fue significativamente mayor (p<0,05) en los ra-
tones SAMPS. El tratamiento con XN redujo significativa-
mente la expresion de TNF-o, siendo mas notable este efec-
to a la dosis de 5 mg / kg / dia. La expresion de la citoquina
antiinflamatoria IL-10 fue similar en todos los grupos.

La expresion proteica de NF-kB fue similar en todos los
grupos. Sin embargo, la expresion de ARNm de NF-«xB fue
mayor en los ratones SAMP8 jovenes comparado con los
valores observados en el grupo SAMRI1 joven (p<0,05). El
envejecimiento aument6 la expresion de ARNm de NF-xB
en los SAMRI pero no en SAMPS, cuyos niveles ya esta-
ban elevados en el grupo de jovenes. E1 XN solo tuvo efecto
significativo a la dosis mds alta de 5 mg / kg / dia (p<0,05).

El envejecimiento indujo efectos contrarios sobre la
expresion de eNOS e iNOS. Mientras que la expresion de
iNOS aument6 en los ratones SAMPS8 viejos en compa-
racion con el grupo SAMPS joven y con el grupo control
SAMRUI, la expresioén de eNOS se redujo con la edad. La ad-
ministraciéon de XN bloqued este efecto del envejecimiento.

La expresion proteica de hemo-oxigenasa 1 (HO1), fue
mayor en los ratones SAMP8 comparados con los SAMRI.
El envejecimiento aumentd la expresion de HO1 en los
SAMRI pero no en los SAMPS, cuyos niveles ya estaban
elevados en el grupo de jovenes. EI XN solo tuvo efecto
significativo a la dosis mas alta de 5 mg / kg / dia (p<0,05).

Discusion

En este trabajo el envejecimiento fue responsable de un
aumento significativo en la expresion hepatica de diferentes
mediadores implicados en la cascada inflamatoria. Para de-
terminar si el XN posee un efecto antiinflamatorio sobre la
disfuncion hepatica, se ha determinado el efecto de la admi-
nistracion de XN sobre la expresion de estos mediadores.

El XN puede inhibir la respuesta inflamatoria median-
te la atenuacion de la liberacion de NO, o la regulacion po-
sitiva de iNOS, IL-1B y TNF-a (Lee et al., 2011). De acuer-
do con esto, en este trabajo el XN disminuy6 la expresion de
IL-1B y TNF-a, lo que confirmaria su efecto antiinflamato-
rio. Este efecto podria estar mediado por la inhibicion de la
expresion de NF-kB observada en este estudio.

Para investigar un posible efecto protector del XN frente
al estrés oxidativo celular, hemos determinado eNOS, iNOS
y HO-1 como mediadores de este proceso. La funcion vas-
cular depende principalmente del equilibrio entre la sintesis
y la degradacion del NO, que depende de la actividad nor-
mal de NOS. Mientras que el NO producido por eNOS es
el resultado de una respuesta metabolica normal y regula el
flujo sanguineo y las interacciones de células sanguineas, la
activacion de iNOS puede tener efectos perjudiciales para la



12 XANTHOHUMOL SOBRE LA RESPUESTA INFLAMATORIA HEPATICA

funcién hepética (Yong WK, Malek A y Nurestri S, 2015).
En este trabajo los niveles de ARNm de eNOS no se modi-
ficaron con la edad a pesar de que la expresion de proteinas
se redujo con el envejecimiento. Por el contrario, la expre-
sion proteica de iNOS aumento con el envejecimiento. Estos
efectos fueron revertidos por el XN, lo que sugiere un posi-
ble efecto protector de esta molécula en la disfuncion hepa-
tica secundaria al envejecimiento.

En conclusién, el envejecimiento indujo un incremento
significativo en el estado pro-oxidativo y pro-inflamatorio
hepatico. El XN fue capaz de revertir estos efectos disminu-
yendo significativamente la expresion de marcadores infla-
matorios y oxidativos. Esta molécula podria contribuir a la
modulacién de los cambios relacionados con la edad en el
higado y, por tanto, actuar como un compuesto protector so-
bre la disfuncién hepatica.
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