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DESCRIPCION

Uso de naringenina y de naringina como inhibidores de la ruta de sefializacion del factor de crecimiento
transformante 1.

Campo técnico

La invencion se refiere al uso de naringenina y de naringina, en particular a su uso como inhibidores de la ruta de
sefializacion del factor de crecimiento transformante 1 (TGF-B1) para su uso en el tratamiento y/o la prevencién de
la fibrosis pulmonar y de las metastasis de tumores pulmonares.

Antecedentes de la técnica

La fibrosis es la base patolégica comin de varias enfermedades crénicas, y una etapa intermedia importante en la
esclerosis de tejidos y érganos, e incluso de la carcinogénesis. La fibrosis se refiere fundamentalmente a los
procesos patologicos en los que varios factores patégenos estimulan la citoclasia en tejidos y visceras, y la matriz
extracelular (ECM) aumenta anormalmente y se deposita en exceso en los tejidos. Se caracteriza por la proliferacion
y la precipitacion de una gran cantidad de tejidos fibréticos, y un aumento de 4 ~ 7 veces en el contenido en
colageno [Won-I1 Jeong et al., Hepatology, 44 (6): 1441 - 1451, (2006)]. Durante la fibrosis de tejidos y 6rganos, los
fibroblastos son las bases de varias presentaciones de fibrosis locales. Los fibroblastos activados tienen una
capacidad muy fuerte para producir y recombinar colageno. Algunas citocinas del tejido dafiado y de aparicion en la
inflamacién, tales como la molécula de adhesién celular 1, el factor de crecimiento endotelial vascular, el factor de
crecimiento de tejido conectivo etc., modulan la activacion de los fibroblastos [Jurgen J. W. et al., Annals of Surgery,
242 (6): 880 - 887,(2005)]. Muchos estudios han demostrado que el TGF-B representaba un papel critico en los
procesos de fibrosis, especialmente en un proceso de fibrosis patolégica. El TGF-B no solo activa directamente la
transformacion de los fibroblastos estaticos en miofibroblastos, sino que también induce la produccién de PDGF y la
expresion de los receptores de los mismos en los fibroblastos, lo que indirectamente estimula la proliferacion y la
activacion de los fibroblastos, promueve la sintesis de matriz extracelular tal como coladgeno, fibronectina y
proteoglucano etc. por parte de los fibroblastos y aumenta la sintesis de ECM [Victorino R. Briones et al., Biochem
Biophys Res Commun, 345 (2): 595 - 601, (2006)]. Ademas, el TGF-f da como resultado un fallo en la degradacion
normal de la ECM al regular por disminucion la expresion de la MMP, y también suprime la degradacion y acelera la
acumulacion de ECM al regular por aumento la expresién de PAl y de TIMP, dando lugar asi finalmente a la
aparicion de una fibrosis. Por lo tanto, la inhibicion del TGF- puede prevenir y tratar las enfermedades fibroticas
[Christelle Guyot et al., The International Journal of Biochemistry & Cell Biology 38: 135 - 151, (2006)].

El TGF-B no solo es un regulador clave de la formacién de fibrosis, sino también un moderador muy fuerte del
crecimiento, la diferenciacién y la migracién de las células. También representa un importante papel en la aparicion,
el desarrollo y la metéstasis de tumores. Algunos estudios clinicos han demostrado que la sobreexpresion del TGF-
1 estaba asociada al menos con la patogenia de tumores tales como el cancer de mama humano, el cancer rectal,
el cancer de esoéfago, el cancer de estomago, el cancer de higado, el cancer de pulmon, el cancer de pancreas,
particularmente la sobreexpresion del TGF-1 estaba relacionada con el desarrollo y la metastasis de tumores, la
neovascularizacién y el mal pronéstico [Brian Bierie et al., Cytokine & Growth Factor Reviews, 17: 29 - 40, (2006)]. El
TGF-B tiene una accion hasta cierto punto inhibidora del crecimiento tumoral al comienzo de la carcinogénesis, pero
posteriormente cambia hacia la promocidn del desarrollo del tumor, que se muestra en 3 aspectos: 1) haciendo que
las células pierdan el control sobre la inhibicién del crecimiento; 2) permitiendo que las células tumorales consigan
una metéstasis; 3) permitiendo que las células tumorales escapen a la inmunovigilancia. El principal mecanismo
para permitir que las células tumorales escapen de la inmunovigilancia es que el TGF-B1 inhibe la produccién de
interferén-y (IFN-y) de diferentes maneras durante las fases de inicio y de memoria de los linfocitos T CD4". Por lo
tanto, la supresion del TGF-3 también puede prevenir y tratar enfermedades tumorales [Brian Bierie et al., Nature
Reviews / Cancer, 6: 506 - 520, (2006)].

Durante los ultimos pocos afios, la aparicion del concepto de fibroblastos relacionados con el cancer nos condujo a
apreciar la correlacion entre las afecciones fibréticas y la carcinogénesis [Akira Orimo et al., Cell Cicle, 5 (15): 1597 -
1601, (2006)]. Mediante una investigacion, los presentes inventores averiguaron que la fibrosis proporcionaba un
microentorno adecuado para el desarrollo de tumores, y que la ruta de sefializacién del TGF-B juega un importante
papel en ese proceso.

Actualmente, las terapias dirigidas a la ruta de sefializacion del TGF-$ incluyen inmunocomponentes alterados,
inhibidores de moléculas pequefias, proteinas solubles e inhibidores complejos antisentido. Sin embargo, todavia no
hay comercializado un medicamento interferente de la ruta de sefializacién del TGF-B, y no hay ningin medicamento
ideal para el tratamiento clinico de la fibrosis, excepto el clasico IFN-y recombinante [Eiji Suzuki et al., Cancer Res,
67 (5): 2351 - 2359 (2007)].

Los flavanoides son ingredientes eficaces que existen habitualmente en la medicina tradicional china. Tienen varias
funciones farmacoldgicas, tales como antibacterianas, antiinflamatorias, limpiadoras de radicales libres y
antitumorales, etc. [Mouming Zhao et al., International Immunopharmacology, 7: 162 - 166 (2007)].



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2519040 T3

La naringina, también denominada aurantiina, tiene la férmula C,7H32014, un peso molecular de 580,53, existe
principalmente en el pericarpo y la pulpa de las Rutaceas, tales como el pomelo, la mandarina y la naranja, y
también es el principal ingrediente eficaz de la medicina herbaria china tal como el rizoma de Drynaria fortunei,
Fructus Aurantii Immaturus, Fructus Aurantii seu ponciri, Exocarpium Citri Rubrum. Se ha notificado que una
inyeccién subcutanea de 100 mg/kg de naringina da como resultado una evidente funcién antiinflamatoria, y que 200
mg/l de naringina suprimen fuertemente los virus de la estomatitis vesicular en ratas. La naringina también puede
disminuir la viscosidad de la sangre, reducir la formacién de trombos, tiene efectos analgésicos y sedantes, asi como
una importante funcién en el aumento de la secrecion biliar en animales de experimentacion. La naringina también
tiene muchas caracteristicas tales como desensibilizante, anti-sensitibilidad, promueve la circulacién sanguinea,
alivia los espasmos musculares, mejora la microcirculacion tdpica y el suministro de nutrientes, dando asi como
resultado algunos efectos curativos Unicos, tales como la promocién de la evacuacion de medicinas, la eliminacion
de las lesiones causadas por la estreptomicina en el octavo par craneal, y el alivio de los efectos secundarios
perjudiciales de la estreptomicina [Bok, S. H et al., Nutr. Res. 20, 1007 - 1015 (2000)].

La naringenina, el aglicén de la naringina, es la fraccion estructural farmacol6gicamente funcional de la naringina. La
naringenina tiene la férmula CisH120s, un peso molecular de 272,25, y también tiene funciones tales como
antibacteriana, antiinflamatoria, antiespasmédica y efecto colagogo, etc. [Chul-Ho Lee et al., Biochemical and
Biophysical Research Communications 284, 681 - 688 (2001)]. Las estructuras de la naringenina y de la naringina
son como sigue:

OH
OH
HO 0 OH
HO 0 0 ._‘.‘\‘
HO O .
HJC (8]
HO H ©
OH
H H
Naringina Naringenina

El documento WO 01/51043 desvela el uso de naringenina, sola o junto con otros agentes naturales, en el
tratamiento y la prevencion del cancer, tal como el cancer de pulmén y el cancer de higado, mediante la destruccion
de las células cancerosas.

Divulgacion de la invencion

Los presentes inventores averiguaron en primer lugar que los compuestos de moléculas pequefias flavonoides
naturales, es decir la naringenina y la naringina, existen habitualmente en los limones, los pomelos y las naranjas,
etc., podrian inhibir la ruta de sefializacién del TGF-B, aumentando asi el nivel sérico del IFN-y. Los experimentos
tanto in vivo como in vitro demostraron que la naringenina y la naringina poseian funciones terapéuticas y
profilacticas en la fibrosis y en los tumores. La potencial aplicacién clinica de la naringenina y de la naringina se
investigd adicionalmente de forma intensiva.

La divulgacion detallada de la invencion es como sigue:

(1) El uso de naringenina y de naringina como inhibidores de la ruta de sefializacion del factor de crecimiento
transformante B, para la preparacion de un medicamento para el tratamiento o la prevencion de la fibrosis
pulmonar o de la metastasis de tumores pulmonares.

(2) El uso de acuerdo con (1), en el que el intervalo de dosis eficaces de dichos inhibidores de la ruta de
sefializacion del factor de crecimiento transformante B para tratar o prevenir la fibrosis en el animal es de 10 -
300 mg/kg de peso corporal/dia por via oral, de 4 - 200 mg/ kg de peso corporal/dia mediante inyeccion
subcutanea, de 1 - 30 mg /kg de peso corporal/dia mediante inyeccion intravenosa, preferiblemente de 50 - 200
mg/kg de peso corporal/dia por via oral, de 10 - 100 mg/kg de peso corporal/dia mediante inyeccion subcuténea,
de 5 - 20 mg/kg de peso corporal/dia mediante inyeccion intravenosa; su intervalo de dosis supuestamente eficaz
en el ser humano es de 0,8 - 24 mg/kg de peso corporal/dia por via oral, de 0,2 - 6 mg/kg de peso corporal/dia
mediante inyeccion subcutanea, de 0,8 - 4 mg/kg de peso corporal/dia mediante inyeccion intravenosa,
preferiblemente de 4 - 12 mg/kg de peso corporal/dia por via oral; de 0,6 - 2 mg/kg de peso corporal/dia
mediante inyeccion subcutanea; de 0,1 - 0,4 mg/kg de peso corporal/dia mediante inyeccién intravenosa.

La invencion descubre que la naringenina y la naringina pueden usarse para el tratamiento o la prevencion de la
fibrosis pulmonar y de metéastasis de tumores pulmonares como inhibidores de la ruta de sefializacién del TGF-1.
En segundo plano, la naringenina inhibe la proliferacién de las células estrelladas hepaticas de las ratas y la
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secrecién de la matriz celular y el colageno de las mismas (véanse la figura 1 y la figura 2). La naringenina inhibe
drasticamente la proliferacion de las células estrelladas hepéaticas y suprime significativamente la expresion del
inhibidor de la activacién del plasminégeno 1 (PAI-1), la fibronectina (FN) y el colageno 1 o (Co 1 lalfal) en ratas.
Los resultados descritos anteriormente indican que la naringenina posee una potencial funcién antifibrética.

La naringenina realiza una funcién protectora de los dafios hepaticos (fibrosis) causados por el tetracloruro de
carbono (CCl,). El tamafio de un higado refleja directamente la extensién de la tumefaccién por dafios en el higado.
Unas dosis altas y medias de naringenina inhiben claramente la extension de los higados en ratones con una fibrosis
hepética provocada por CCls (p < 0,01, véase la figura 3). El MDA (malondialdehido) es el producto del dafio
peroxidativo lipidico en los organismos. El alto contenido en MDA indica la mayor extension del dafio de los
organismos. Unas dosis altas, medias y bajas de naringenina reducen de forma evidente el nivel sérico de MDA en
los ratones con una fibrosis hepatica causada por CCl, (p < 0,05, véase la figura 4); la CAT (catalasa) y la POD
(peroxidasa) eliminan el H,O-, y reducen los dafios propios en los organismos. El aumento en la concentracién del
H20: in vivo es el factor esencial para la aparicién de las actividades de CAT y de POD. Unas dosis altas, medias y
bajas de naringenina reducen, todas, las excitabilidades séricas de la CAT y de la POD en los ratones con una
fibrosis hepatica causada por CCls (p < 0,05, véase la figura 4). Los datos demuestran que la naringenina reduce los
radicales libres in vivo.

Las actividades de la ALT (aminotransferasa de alanina) y de la AST (aminotransferasa de aspartato) reflejan
directamente la extension de los dafios de los higados, en las que las mayores actividades indican el mayor dafio a
los higados. Unas dosis altas, medias y bajas de naringenina reducen todas el aumento de los niveles séricos de la
ALT y de la AST en los ratones con una fibrosis hepética causada por CCls (p < 0,01, véase la figura 5. Los
resultados anteriores indican que la naringenina realiza una evidente funcién protectora de los dafios hepéticos
(fibrosis) causados por el CCl4 en ratones.

Ademas, las terapias con 3 dosis de naringenina, es decir 200, 100, 50 mg/kg de peso corporal/dia por via oral, 20,
10, 5 mg/kg de peso corporal/dia mediante inyeccion intravenosa, o 40, 20, 10 mg/kg de peso corporal/dia mediante
inyeccion subcutanea, y la misma dosis molar de naringina inhibieron, todas, significativamente el crecimiento de
tumores subcutaneos de cancer hepético H22 en ratones (P < 0,01, véanse la figuras 6, 7 y 8).

Los tres grupos de dosis de naringenina pueden disminuir las metastasis pulmonares del cancer de pulmén de Lewis
(P < 0,05, véase la figura 9) y ralentizar el crecimiento de los tumores metastasicos pulmonares (P < 0,01, véase la
figura 10), lo que indica que la naringenina posee una funcién antimetastasica tumoral.

La naringenina suprime significativamente el nivel sérico del TGF-B1 (P < 0,01, véase la figura 11), y aumenta
notablemente el nivel sérico del IFN-y (P < 0,05, véase la figura 12) en los ratones con una fibrosis pulmonar
inducida por bleomicina. La naringenina previene el aumento de los Treg en el tejido pulmonar de los ratones con
una fibrosis pulmonar inducida por bleomicina (P < 0,05, véase la figura 13), y aumenta por lo tanto el IFN-y en el
tejido pulmonar de los ratones con fibrosis pulmonar (P < 0,05, véase la figura 14). La naringenina también inhibe la
metastasis pulmonar de tumores en los ratones con una fibrosis pulmonar inducida por bleomicina (P < 0,01, véase
la figura 15), por lo que prolonga el periodo de supervivencia de los ratones con una fibrosis pulmonar después de
que los tumores pulmonares hayan metastatizado (P < 0,01, véase la figura 16). Estos resultados indican que la
naringenina puede tratar la fibrosis y disminuir los tumores mediante una reduccién en los niveles del TGF-B1 e
induciendo la produccion de IFN-y tanto en el suero como en los tejidos. También, la naringenina reduce el nivel
sérico del MDA en ratones (P < 0,01, véase la figura 12). Tomados conjuntamente, a la vista de la divulgacion
anterior, los efectos beneficiosos de la invencion pueden resumirse en los siguientes aspectos:

1) la naringenina y la naringina realizan funciones terapéuticas o profilacticas en la fibrosis pulmonar causada por
bleomicina en ratones, disminuyendo asi evidentemente la extension de la fibrosis pulmonar, y evitando que los
pulmones se dafien.

2) la naringenina y la naringina inhiben claramente la metastasis de cancer de pulmén de Lewis en ratones,
reduciendo asi la incidencia de metastasis de cancer de pulmén de Lewis, y restringiendo la tasa de crecimiento
de los tumores metastasicos pulmonares.

3) la naringenina y la naringina reducen significativamente los niveles séricos aumentados de TGF-B1 y de MDA
causados por la fibrosis en ratones, regulandolos asi de nuevo a la normalidad, y también, la naringenina
aumenta de nuevo claramente el nivel sérico disminuido del IFN-y causado por el TGF-B1.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es una gréfica de curva que muestra la influencia de la naringenina sobre la proliferaciéon de las
células estrelladas hepéticas en ratas.

La Figura 2 es una gréfica de curva que muestra la influencia de la naringenina sobre la expresién y la secrecion
de la proteina colagenosa de la matriz celular, incluyendo el inhibidor de la activacion del plasminégeno 1 (PAI-
1), la fibronectina (FN) y el colageno la (Col lalfal).

La Figura 3 es un histograma que muestra la influencia de la naringenina sobre la tumefaccién de los higados de
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ratones con una fibrosis hepatica causada por CCls4, en el que Nar (ig) representa la administracién intragastrica
de naringenina o de naringina, Nar (iv) representa la inyeccién intravenosa (iv) de naringenina o de naringina, y
Nar (sc) representa la inyeccién subcutanea (sc) de naringenina o de naringina.

La Figura 4 es un histograma que muestra la influencia de la naringenina sobre los niveles séricos aumentados
del MDA, de la CAT y de la POD en los ratones con una fibrosis hepatica causada por CCls, en el que Nar (ig)
representa la administracion intragastrica de naringenina o de naringina, Nar (iv) representa la inyeccion
intravenosa (iv) de naringenina o de naringina, y Nar (sc) representa la inyeccién subcutanea (sc) de naringenina
o de naringina.

La Figura 5 es un histograma que muestra la influencia de la naringenina sobre el aumento de los niveles séricos
de la ALT y de la AST en los ratones con una fibrosis hepatica causada por CCly4, en el que Nar (ig) representa la
administracion intragastrica de naringenina o de naringina, Nar (iv) representa la inyeccion intravenosa (iv) de
naringenina o de naringina, y Nar (sc) representa la inyeccion subcutanea (sc) de naringenina o de naringina.

La Figura 6 es un diagrama de curva que muestra la influencia de la naringenina (ig) sobre el crecimiento de
tumores subcutaneos de cancer hepatico H22 en ratones, en el que Nar (ig) representa la administracion
intragéstrica de naringenina o de naringina.

La Figura 7 es un diagrama de curva que muestra la influencia de la naringenina (iv) sobre el crecimiento de
tumores subcutaneos de cancer hepatico H22 en ratones, en el que Nar (iv) representa la inyeccion intravenosa
de naringenina o de naringina.

La Figura 8 es un diagrama de curva que muestra la influencia de la naringenina (sc) sobre el crecimiento de
tumores subcutaneos de cancer hepéatico H22 en ratones, en el que Nar (sc) representa la inyeccion subcutdnea
de naringenina o de naringina.

La Figura 9 es un histograma que muestra la influencia de la naringenina sobre las metastasis de cancer de
pulmén de Lewis en ratones, en el que Nar (ig) representa la administracién intragéstrica de naringenina o de
naringina, Nar (iv) representa la inyeccion intravenosa (iv) de naringenina o de naringina, y Nar (sc) representa la
inyeccion subcutanea (sc) de naringenina o de naringina.

La Figura 10 es un histograma que muestra la influencia de la naringenina sobre el crecimiento de tumores tras
la metastasis del cancer de pulmon de Lewis en ratones, en el que Nar (ig) representa la administracion
intragéstrica de naringenina o de naringina, Nar (iv) representa la inyeccion intravenosa (iv) de naringenina o de
naringina, y Nar (sc) representa la inyeccion subcutanea (sc) de naringenina o de naringina.

La Figura 11 es un histograma que muestra la influencia de la naringenina sobre el aumento del nivel sérico del
TGF-B1 en los ratones con una fibrosis pulmonar inducida por bleomicina, en el que Nar (ig) representa la
administracion intragastrica de naringenina o de naringina, Nar (iv) representa la inyeccion intravenosa (iv) de
naringenina o de naringina, y Nar (sc) representa la inyeccion subcutanea (sc) de naringenina o de naringina.

La Figura 12 es un histograma que muestra la influencia de la naringenina sobre la disminucion de los niveles
séricos del IFN-y y el aumento de los niveles séricos de MDA en ratones inducidos por bleomicina, en el que Nar
(ig) representa la administracion intragastrica de naringenina o de naringina, Nar (iv) representa la inyeccion
intravenosa (iv) de naringenina o de naringina, y Nar (sc) representa la inyeccion subcutanea (sc) de naringenina
o de naringina.

La Figura 13 es un histograma que muestra la influencia de la naringenina sobre el aumento de los Treg en el
tejido pulmonar en los ratones con una fibrosis pulmonar inducida por bleomicina, en el que la figura 13a
presenta el porcentaje de células Treg, la figura 13b presenta una intensidad media (fluorescencia) de células
gue expresan Foxp3. Nar (ig) representa la administracion intragastrica de naringenina.

La Figura 14 es un histograma que muestra la influencia de la naringenina sobre la disminucién del IFN-y en el
tejido pulmonar en los ratones con una fibrosis pulmonar inducida por bleomicina, en el que la figura 14a es un
histograma del porcentaje de células que muestran expresion del IFN-y de los linfocitos CD4+ y CD8+ de los
tejidos pulmonares de ratones, la figura 14b es un histograma de intensidad media (fluorescencia) que muestra la
expresion del IFN-y de los linfocitos CD4+y CD8+ en tejidos pulmonares de ratones, Nar (ig) representa la
administracion intragastrica de naringenina.

La Figura 15 es un histograma que muestra la influencia de la naringenina sobre la metéastasis pulmonar de
tumores en los ratones con una fibrosis pulmonar inducida por bleomicina, en el que Nar (ig) representa la
administracion intragéstrica de naringenina.

La Figura 16 es una grafica de curva que muestra la influencia de la naringenina sobre el periodo de
supervivencia de los ratones con fibrosis pulmonar y tumores metastésicos pulmonares, en la que Nar (ig)
representa la administracion intragastrica de naringenina.

Modo de llevar a cabo la invencién

La naringenina y la naringina de la invenciéon pueden usarse como inhibidores de la ruta de sefializacion del TGF-1,
para tratar o prevenir la fibrosis pulmonar o la metastasis de tumores pulmonares. Se proporcionan otras
revelaciones como antecedentes. En la invencion se ensayaron las actividades antifibréticas y antitumorales de la
naringenina y de la naringina. La naringina tiene unas funciones comparables a las de la naringenina con la misma
dosis molar, por lo que solo se ensay0 la naringenina en los siguientes ejemplos. La naringenina y la naringina de la
invencion se adquirieron ambas comercialmente en Shanxi Huike Botanic Development Ltd.
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Ejemplo 1. Influencia de la naringenina sobre la proliferacién de las células estrelladas hepaticas y la
secrecion de la matriz extracelular en ratas.

Métodos: se cultivaron células estrelladas hepaticas (HSC-T6, célula estrellada hepatica, proporcionada por el Prof.
Friedman, The Medical Center of Mount Sinai, EE.UU.) en medio RPMI1640 (Sigma Co.) que contenia un 10 % de
suero bovino fetal (PPA Co., EE.UU.), 100 U/ml de cada una de penicilina y estreptomicina, al 5 % de CO5, a 37 °C
(estufa de incubacién modelo FIL-TER, Thermo Co. Alemania). Después de que las células con una abundancia del
90 % se digirieran con un 0,25 % de tripsina, el nimero de células se ajust6 a 5 x 10*ml. Las células se incuban en
una placa de cultivo de 96 pocillos, a 100 pl/pocillo. Las células se cultivaron adherentemente durante una noche, y
después se afiadio a la placa el medio que contenia naringenina a diferentes concentraciones, a 100 pl/pocillo.
Habia 4 - 6 pocillos replicados para cada concentracion. Después de cultivar las células otras 48 h, el medio se
eliminé. A los pocillos se afiadié solucion salina tamponada con fosfato (PBS) que contenia 0,5 mg/ml de MTT
bromuro de (dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (Sigma Co.), a 100 pl/pocillo. Después de 4 h de cultivo se elimino
el MTT, y se afiadi6 dimetilsulfoxido (DMSO), 100 pl/pocillo. Se midi6 la absorbancia a 590 nm mediante un
fotometro enzimético (modelo MK3, Thermo Co., Alemania). La absorbancia del pocillo de control (sin naringenina)
era del 100 %. La proporcidn entre la absorbancia del pocillo tratado y del pocillo de control es el porcentaje de
células supervivientes. La influencia de la naringenina sobre la proliferacion de las células estrelladas hepaticas de
rata se observd a partir de la representacion de la curva de supervivencia celular. Para investigar la influencia de la
naringenina sobre la secrecién de matriz extracelular en las células estrelladas hepaticas de rata, se inocularon 2 x
10° células/ml en una placa de seis pocillos, con 3 pocillos replicados para cada pocillo. El procedimiento de
tratamiento era el mismo que en la anterior placa de 96 pocillos. Después de 48 h de tratamiento, las células se
digirieron con tripsina, se lavaron con PBS 3 veces. Posteriormente, se detectaron el colageno la (Col lalfal,
colageno lal), la fibronectina (FN) y el inhibidor de la activacion del plasminégeno 1 (PAI-1, inhibidor de la activacion
del plasminégeno 1) mediante un método de inmunotransferencia Western. La citocina recombinante humana TGF-
B1 usada en este ejemplo se adquirié en R&D Co., EE.UU.

Los marcadores proteicos y las escalas proteicas se adquirieron en Bio-Rad Co., EE.UU. Todos los anticuerpos
(incluyendo los anticuerpos primarios y secundarios) se adquirieron en Santa Cruz Biotech. Co., EE.UU.

Resultados: la proliferacion activada de las células estrelladas hepaticas era la base de la formacion de la fibrosis
hepatica, y la naringenina inhibié evidentemente la proliferacion de las células estrelladas hepaticas en ratas (p <
0,05, véase la figura 1). El inhibidor de la activacion del plasminégeno 1 (PAI-1), la fibronectina (FN) y el colageno 1a
(Col lalfal), secretados por las células estrelladas activadas, eran los materiales de la matriz requerida para la
fibrosis. Estos tres tipos de matrices extracelulares eran regulados por disminucidn por la naringenina (véase la
figura 2). Los anteriores resultados indicaron que la naringenina poseia una funcién antifibrética.

Ejemplo 2. Influencia de la naringenina sobre la fibrosis hepatica causada por tetracloruro de carbono (CCly)
en ratones

Métodos: se inyectaron s.c. ratones balb/c hembra (proporcionados por Beijing Weitonglihua Experimental Animal
Co.) con CCls al 10 % (tetracloruro de carbono), 0,2 ml/animal, dos veces por semana durante 4 semanas
consecutivas, de forma que se estableciera un modelo de fibrosis hepética. A partir de la semana 2, a los grupos
tratados se les administro intragastricamente (ig) una dosis alta (100 mg/kg), media (50 mg/kg) y baja (25 mg/kg) de
naringenina (Nar), o se les inyectaron intravenosamente (iv) 5 mg/kg de naringenina (Nar) y se les inyectaron
subcutaneamente (sc) 20 mg/kg de naringenina (Nar). Otro grupo de ratones sin un modelo de fibrosis establecido
se us6 como ratones de control normales. Habia 10 ratones en cada grupo, y recibieron las dosis una vez al dia,
durante 3 semanas consecutivas. El dia 28 se recogieron muestras sanguineas de las venas orbitales y se detectd
el indice sanguineo. Después los ratones se sacrificaron y se extrajeron los higados y se pesaron. En este ejemplo,
los kits del MDA, de la CAT y de la POD se adquirieron en Nanjing Jiancheng Biotech. Co., China; los kits de la ALT
y de la AST se adquirieron en Beijing Zhong-shengbeikong Biotech. Co., China.

Resultados: los tamafios de los higados reflejaban directamente la extensién de la tumefaccion por dafios en el
higado. Unas dosis altas y medias de naringenina inhiben claramente la extension de los higados en ratones con
una fibrosis hepatica provocada por CCly; y la naringenina administrada iv y sc también era eficaz (p < 0,01, véase la
figura 3). EI MDA (malondialdehido) era el producto del dafio peroxidativo lipidico en los organismos. El alto
contenido en MDA indicaba la mayor extension del dafio de los organismos. Unas dosis altas, medias y bajas de
naringenina redujeron de forma evidente el nivel sérico de MDA en los ratones con una fibrosis hepética causada por
CCly; y la naringenina administrada iv y sc también era eficaz (p < 0,05, véase la figura 4). La CAT (catalasa) y la
POD (peroxidasa) eliminaban el H»O,, y reducian los dafios propios en los organismos. El aumento en la
concentracion del H.O; in vivo era el factor esencial para la aparicion de las actividades de CAT y de POD. Unas
dosis altas, medias y bajas de naringenina redujeron, todas, las excitabilidades séricas de la CAT y de la POD en los
ratones con una fibrosis hepética causada por CCls; y la naringenina administrada iv y sc también era eficaz (p <
0,05, véase la figura 4), lo que indirectamente demostré que la naringenina reducia los radicales libres in vivo. Las
actividades de la ALT (aminotransferasa de alanina) y de la AST (aminotransferasa de aspartato) reflejaron
directamente la extension de los dafios de los higados, en las que las mayores actividades indican el mayor dafio a
los higados. Unas dosis altas, medias y bajas de naringenina redujeron, todas, el aumento de los niveles séricos de
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la ALT y de la AST en los ratones con una fibrosis hepatica causada por CCly; y la naringenina administrada iv y sc
también era eficaz (p < 0,01, véase la figura 5). Los resultados anteriores indicaron que la naringenina realizaba una
evidente funcién supresora de la fibrosis hepatica causada por el CCla.

Ejemplo 3. Influencia de la naringenina sobre el crecimiento de los tumores subcutaneos de cancer hepatico
H22 en ratones

Métodos: los tumores subcutaneos de cancer hepatico H22 (proporcionados por el Institute of Materia Medica,
Chinese Academy of Medical Sciences) se suspendieron en PBS para elaborar una suspension de células. Después
de ajustar el nimero de células a 5 x 10%/ml, la suspension de células se inoculé subcutaneamente en las axilas de
la extremidad anterior de ratones hembra balb/c, a 0,2 ml/animal. A partir del dia siguiente a la inoculacién de tumor,
a los grupos tratados se les administraron intragastricamente (ig) dosis de 200 mg/kg, de 100 mg/kg y de 50 mg/kg
de naringenina (Nar), se les inyectaron intravenosamente (iv) dosis de 20 mg/kg, de 10 mg/kg y de 5 mg/kg de
naringenina (Nar) o se les inyectaron subcutdneamente (sc) dosis de 40 mg/kg, de 20 mg/kg y de 10 mg/kg de
naringenina (Nar). Habia 10 ratones en cada grupo, y recibieron las dosis una vez al dia, durante 2 semanas
consecutivas. Después de la carcinogénesis, el tamafio de los tumores se midi6 mediante el uso de un calibre
vernier cada 3 dias, y el volumen de los tumores se calculé como longitud x ancho x 0,5 ancho, para representar una
curva de crecimiento del tumor.

Resultados: las dosis administradas ig o iv altas, medias y bajas de naringenina, y las mdosis administradas sc
altas y medias de naringenina, inhibieron el crecimiento de los tumores subcutaneos de cancer hepatico H22 en los
ratones (P < 0,01 o P < 0,05, véanse la figuras 6, 7 y 8), lo que indica que la naringenina tiene una actividad
antitumoral.

Ejemplo 4. Influencia de la naringenina sobre la metastasis de cancer de pulmén de Lewis

Métodos: los tumores subcutaneos de cancer de pulmon de Lewis de los ratones (proporcionados por el Institute of
Materia Medica, Chinese Academy of Medical Sciences) se suspendieron en PBS para elaborar una suspension de
células. Después de ajustar el numero de células a 1 x 10°%/ml, la suspensién de células se inoculé iv en ratones
hembra balb/c a 0,2 ml/animal. A partir del dia siguiente a la inoculaciéon de tumor, a los grupos tratados se les
administraron intragéstricamente (ig) una dosis alta (100 mg/kg), media (50 mg/kg) y baja (25 mg/kg) de naringenina
(Nar), se les inyectaron intravenosamente (iv) 5 mg/kg de naringenina (Nar) o se les inyectaron subcutdneamente
(sc) 20 mg/kg de naringenina (Nar). Habia 10 ratones en cada grupo, y recibieron las dosis una vez al dia, durante 3
semanas consecutivas. El dia 22 después de la inoculacion del tumor, los ratones fueron sacrificados y se extrajeron
los pulmones y se pesaron. Se conto el numero de nédulos tumorales visibles.

Resultados: las dosis altas y medias administradas de naringenina disminuyeron las metastasis del cancer de
pulmon de Lewis (P < 0,05, véase la figura 9) y ralentizaron el crecimiento de los tumores metastasicos pulmonares
(P < 0,01, véase la figura 10), y la naringenina administrada iv o sc también era eficaz, lo que indica que la
naringenina posee una funcién antimetastasica de los tumores.

Ejemplo 5. Influencia de la naringenina sobre los niveles séricos de TGF-B1, de IFN-y y de MDA en ratones
con fibrosis pulmonar causada por bleomicina

Métodos: se anestesiaron ratones hembra balb/c con 30 mg/kg de pentobarbital sédico (0,3 %, 0,2 ml/animal), y el
modelo de fibrosis pulmonar se establecié mediante la administracion de 100 ug de bleomicina/animal (productos de
Cosmetics and Medication Corporation, Japén, 2 ug/ml, 50 pl/animal) mediante un goteo intranasal una sola vez. A
partir del dia siguiente a la inoculacién del tumor, los grupos tratados se trataron con naringenina (Nar) ig (50 mg/kg),
iv (5 mg/kg) o sc (20 mg/kg). Habia 10 ratones en cada grupo, y recibieron las dosis una vez al dia, durante 3
semanas consecutivas. El dia 22 después del establecimiento del modelo, se extrajeron muestras de sangre y suero
para detectar el TGF-31, el IFN-y y el MDA mediante el uso de un kit de ELISA. Los kits de TGF-B1 y de IFN-y
usados en este ejemplo fueron proporcionados por Genzima Co., EE.UU.

Resultados: el TGF-1 (el factor de crecimiento transformante 1) era la principal citocina para la formacion de la
fibrosis, y también el promotor de la carcinogénesis y del desarrollo del tumor. El IFN-y (interfer6n y) tenia una
funcién opuesta a la del TGF-B1, reduciendo por tanto la fibrosis y evitando el crecimiento del tumor. Las 3 vias de
administracion de la naringenina inhibieron claramente el aumento del nivel sérico del TGF-1 (P < 0,01, véase la
figura 11), y promovieron la secreciéon del IFN-y (P < 0,05, véase la figura 12) en los ratones con una fibrosis
pulmonar inducida por bleomicina, lo que indicaba que la naringenina era capaz de tratar las enfermedades fibréticas
y tumorales mediante la inhibicién del TGF-B1 1 y la induccién del IFN-y. También, la disminucion en el nivel sérico
del MDA resultante de la naringenina en los ratones (P < 0,01, véase la figura 12) era otra parte de las pruebas que
demuestran que la naringenina podria prevenir los dafios en los organismos.
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Ejemplo 6. Influencia de la naringenina sobre los Treg y el IFN-y del tejido pulmonar en los ratones con una
fibrosis pulmonar inducida por bleomicina

Métodos: se usaron los modelos de fibrosis pulmonar en ratén inducida por bleomicina para la creacién de ratones
hembra Balb/c con fibrosis pulmonar. También se crearon 10 ratones normales de control mediante el tratamiento
paralelo con un goteo intranasal de solucién salina fisioldgica. En otras palabras, la distribucién de los ratones era
como sigue: 1) control normal (Normal): goteo intranasal de solucion salina fisiolégica, administracion intragastrica
de 0,5 % de CMC-Na; 2) modelo de control (Control): goteo intranasal de bleomicina, administracién intragastrica de
0,5 % de CMC-Na; 3) grupo tratado con naringenina (Nar 100 mg/kg): goteo intranasal de bleomicina, administracion
intragastrica de 100 mg de naringenina suspendida en 0,5 % de CMC-Na/kg de peso corporal. Habia 20 ratones en
cada grupo. El primer dia del experimento se establecié un modelo de fibrosis pulmonar de ratén mediante el goteo
intranasal de bleomicina. El Dia 2, al grupo tratado se le administré naringenina mediante una administracion
intragastrica; al grupo sin tratar se le administr6 el mismo volumen de disolvente (0,1 ml/10 g de peso corporal)
mediante una administracion intragastrica, una vez al dia para ambos. El Dia 21, los ratones fueron sacrificados y se
extirparon los pulmones. Después del corte, el tejido fue digerido con una soluciéon de HBSS que contenia 1 mg/mi
de colagenasa D y 0,02 mg/ml de DNasa | a 37 °C durante 90 min, para obtener células individuales. La muestra se
filtré con un filtro celular de 70 um para eliminar los desechos celulares, se lavé con una solucién de HBSS dos
veces, se resuspendié en un 35 % de Percoll PBS, se cargoé la parte superior del 70 % de Percoll, y se centrifugé a
2.500 rpm durante 20 min. Se recogieron los linfocitos, se cultivaron con la estimulacién de 25 ng/ml de PMA y 500
ng/ml de lonomicina durante 5 h, y después se cultivaron otras 3 h después de afiadir una solucién de Brefeldin A.
Después de fijar y permear de acuerdo con las instrucciones del kit, las células se tifieron con anti-CD4 acoplado a
FITC, con anti-CD8 acoplado a Percp-cy5.5 y con anti-IFN-y acoplado a PE. Entonces, se selecciond la proporcion y
la potencia de expresion del IFN-y para los subgrupos de linfocitos cuantitativos mediante un citometro de flujo. La
proporcion y la fuerza de la expresion intracelular de Foxp3 en el subgrupo de linfocitos CD4+CD25+ se llevaron a
cabo de acuerdo con las instrucciones del kit Regulatory T Cell Staining.

Resultados: los linfocitos T reguladores (Treg) inhibidores eran los principales reguladores de la inmunosupresion, y
también los ejecutores de la inmunosupresion por TGF-B1. Veintilin dias después del modelado con bleomicina, la
proporcion de células CD4+ / CD25+ que expresan Foxp3, un marcador de los Treg, estaba aumentada en los
tejidos pulmonares fibréticos de los ratones (P < 0,05, véase la figura 13a, 13b), y los correspondientes niveles del
IFN-y estaban ambos disminuidos en los CD4+ y en los CD8+ (P < 0,05, véase la figura 14a, 14b). El tratamiento ig
con 100 mg de naringenina/kg devolvié los cambios en los tejidos pulmonares fibréticos de los ratones a la
normalidad (P < 0,05, véase la figura 13, 14), lo que indicaba que la naringenina podia anular la inmunosupresion de
los tejidos fibréticos mediante la inhibicion del TGF-B1.

Ejemplo 7. Influencia de la naringenina sobre los ratones con fibrosis pulmonar y tumores metastasicos
pulmonares

Métodos: se usaron los modelos de fibrosis pulmonar de ratén inducida por bleomicina para crear 40 ratones
hembra Balb/c con fibrosis pulmonar. También se crearon 20 ratones normales de control tratados paralelamente
con un goteo intranasal de solucién salina fisiolégica. En otras palabras, la distribucion de los ratones era como
sigue: 1) control normal (Normal): goteo intranasal de solucidn salina fisiol6gica, administracion intragastrica de 0,5
% de CMC-Na; 2) modelo de control (Control): goteo intranasal de bleomicina, administracion intragastrica de 0,5 %
CMC-Na; 3) grupo tratado con naringenina (Nar 100 mg/kg): goteo intranasal de bleomicina, administracion
intragastrica de 100 mg de naringenina suspendida en 0,5 % de CMC-Na/kg de peso corporal. Siete dias después
del goteo intranasal de bleomicina, las células 4T1 de cancer de mama de ratén se cultivaron in vitro y se digirieron
con tripsina, con objeto de generar una suspension de células individuales. Después de ajustar el nimero de células
a 5 x 10°/ml, se inocularon 0,2 ml de la suspension de células/animal en cada ratén mediante su inyeccion a través
de las venas de la cola. El mismo dia, al grupo tratado se le administré naringenina mediante una administracién
intragastrica; al grupo sin tratar se le administré el mismo volumen de disolvente (0,1 ml/10 g de peso corporal)
mediante una administracién intragastrica, una vez al dia durante 4 semanas consecutivas para ambos. El Dia 28
después de la inoculacion del tumor se sacrificaron 10 ratones/grupo, y se extrajeron los pulmones y se pesaron. Se
conto6 el numero de nddulos tumorales visibles, y se comparé la incidencia de metastasis pulmonares de los tumores
y el tamafio de los tumores metastasicos. Se ensayaron otros 10 ratones para comprobar los periodos de
supervivencia. Se registré el nimero de ratones que murié por las metastasis pulmonares en los 70 dias posteriores
a la inoculacién del tumor, y se analiz6 para comprobar la supervivencia de los ratones.

Resultados: siete dias después del modelado con bleomicina, a los ratones se les inocularon i.v. las células
tumorales. Veintiocho dias después de que a los ratones con fibrosis pulmonar se les inocularan los tumores, el
peso de los pulmones con los tumores era de 0,584 g, lo que era 2,3 veces mas pesados que los de los ratones de
control sin fibrosis pulmonar (0,254 g). Después de tratar a los ratones con fibrosis pulmonar ig con 100 mg de
naringenina/kg, el peso de los pulmones con tumores era de 0,263 g, que habia descendido en un 54,95 % en
comparacion con el de los ratones con fibrosis pulmonar sin tratar, es comparable al de los ratones de control sin
fibrosis pulmonar (P > 0,05, véase la figura 15).
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Durante la observacién de los periodos de supervivencia, la supervivencia media era de 39 dias para los 10 ratones
con fibrosis pulmonar con metastasis pulmonares, lo que era 24 dias mas corta que la supervivencia media (63 dias)
de los 10 ratones sin fibrosis pulmonar con metastasis pulmonares (38,1 %). Después de que los 10 ratones con
fibrosis pulmonar con metéstasis pulmonares se trataran ig con 100 mg de naringenina/kg, la supervivencia media
era de 56 dias, lo que era 17 dias mas larga que la supervivencia media de los ratones con fibrosis pulmonar con
metéstasis pulmonares no tratados (43,6 %) (P < 0,01, véase la figura 16).
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REIVINDICACIONES

1. El uso de naringenina y de naringina como inhibidores de la ruta de sefializacion del factor de crecimiento
transformante 31 para la preparacion de un medicamento para el tratamiento y/o la prevencion de fibrosis pulmonar.

2. El uso de naringenina y de naringina como inhibidores de la ruta de sefializacion del factor de crecimiento
transformante B1 para la preparaciéon de un medicamento para el tratamiento y/o la prevencién de metastasis de
tumores pulmonares.

3. El uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, en el que el medicamento se va a administrar por via oral,
mediante inyeccién subcutdnea o mediante inyeccion intravenosa.

4. Naringenina y naringina como inhibidores de la ruta de sefializacién del factor crecimiento transformante 31 para
su uso en el tratamiento y/o la prevencion de fibrosis pulmonar.

5. Naringenina y naringina como inhibidores de la ruta de sefializacién del factor crecimiento transformante 1 para
su uso en el tratamiento y/o la prevencién de tumores metastasicos pulmonares.
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