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RESUMEN

La cirrosis hepética es una de las principales causas de muerte en México de
sujetos entre los 25 a 50 afios de edad. Una vez establecida la enfermedad, es
muy poco lo que la medicina actual puede ofrecer al paciente ademas de un
tratamiento sintomatico. Una de las principales razones de la insuficiencia
terapéutica es el desconocimiento de los mecanismos moleculares que producen
el trastorno hepatico y lo hacen irreversible. Entre sus caracteristicas anatomicas
sobresale un exceso de tejido fibroso que adopta diferente morfologia
dependiendo de la etiologia y etapa de la enfermedad. Aunque exista una
necesidad urgente de biomarcadores hepato-especificos no invasivos para el
diagnéstico de fibrosis hepatica, actualmente no hay ningun parametro o panel
disponibles, que cumplan con todos los criterios de diagndstico rentables, y
confiables, requeridos para su uso extenso. En este trabajo se pretende crear un
patrén de expresion génica para establecer a futuro, una prueba diagnéstica para
detectar fibrosis hepatica en etapas tempranas, a traves de modelos
experimentales de fibrosis inducida en ratas, empleando como hepatotoxico,
tetracloruro de carbono (CCly), analizado a través de la metodologia de
microarreglos y monitoreado mediante pruebas de funcionamiento hepatico,
analisis histoldgicos y concentracion de colagena. Con el estudio realizado al
modelo, conformamos un grupo de genes candidatos involucrados con el proceso
fibrético, para evaluarlos como posibles biomarcadores, dentro de los cuales
pudimos identificar y validar el gen de Mfap4 como posible biomarcador para

fibrosis hepatica.



ABSTRACT

The hepatic cirrhosis is one of the leading causes of death in people 25 to 50 years
old in Mexico. The disease once established there is not much that the current
medicine can offer to patient besides a symptomatic treatment. The main reason
for treatment failure is the lack of knowledge of the molecular mechanisms that
cause liver disease and make it irreversible. Among its anatomical characteristics
there stands out an excess of fibrous tissue which adopts different morphology de-
pending on the etiology and stage of the disease. Although there is an urgent need
for liver-specific noninvasive biomarkers for diagnosis of liver fibrosis, currently
there are no parameters or panel available that included all the diagnostic criteria

beneficial, reliable, and required for widespread use.

This thesis aims to create a pattern of gene expression to establish in a future, a
diagnostic test to detect liver fibrosis in early stages, through experimental model
of fibrosis induced in rats. For that purpose we use carbon tetrachloride (CCl,) as
hepatotoxic, analyzed by mi-croarray methodology and monitored by liver function
tests, histological analysis and collagen concentration. In the model analysis, we
formed a group of candidate genes involved in the fibrotic process to evaluate
them as potential biomarkers, among which we identify and validate Mfap4 gene

as a potential biomarker for liver fibrosis.



INTRODUCCION
Anatomia del higado

El higado desempefia un papel anico como centro metabdlico del cuerpo. Su peso
promedio en individuos adultos es de aproximadamente de 1 400 + 270 g, sin
diferencias significativas relacionadas con el género. Se compone de cinco tipos
distintos de células que ocupan cerca del 80% de su volumen. El 20% restante
corresponde a los espacios extracelulares y los componentes de la matriz

extracelular. (Rojkind &, Greenwel, 1994).

El tejido hepatico se organiza a nivel microscopico, en lobulos formados por placas
constituidas por células que se extienden desde la zona porta en forma lineal a la
vena central; los espacios que atraviesan los tabiques son los sinusoides
hepaticos, separados de los hepatocitos por el espacio perisinusoidal de Disse.
Los sinusoides hepaticos, con un diametro medio de 5 a 7 um, conducen la sangre
mezclada de las ramificaciones terminales de la arteria hepatica y de la vena porta
a la ramificacion terminal de la vena hepatica. Los sinusoides representan la Unica
forma de tubo capilar en el higado y tienen un revestimiento endotelial continuo,
pero fenestrado, células de Kupffer y células dendriticas dentro de la luz y
ausencia de una membrana basal continua, y un espacio perisinusoidal (espacio

de Disse).

Los sinusoides y el espacio de Disse se comunican a través de las ventanas o
fenestras de las células endoteliales sinusoidales (SEC). La ausencia de
membrana basal facilita el intercambio rapido de componentes de la sangre con
los hepatocitos. Los sinusoides hepaticos conectan los espacios porta con las
ramas terminales de la vena hepatica (venas centrales). Las células endoteliales
de la arteria hepatica son alargadas y arregladas longitudinalmente, mientras que
las de las venas porta y central son poligonales y aplanadas, y poseen

microvellosidades (Kmiec, 2001).



El endotelio sinusoidal cuya estructura es sefialada como el filtro del higado, es
probablemente el blanco principal del estrés oxidativo, este permite
estratégicamente el libre intercambio de proteinas y otros nutrientes entre los
hepatocitos y la sangre, ademas de aislarlos de la mayoria de las células
sanguineas, de las plaquetas y de particulas coloidales mas grandes, como los

quilomicrones y los virus (Cogger y cols., 2004).
Fisiologia de la fibrosis

La fibrosis es una respuesta comun del higado, en las lesiones crénicas
producidas por una variedad de agresiones, como enfermedades metabdlicas,
infecciones virales, abuso en la ingesta de alcohol, drogas, y ataque autoinmune a
los hepatocitos, conductos biliares, o anormalidades congénitas.

En el higado normal el espacio de Disse tiene una matriz semejante a una
membrana basal, no densa a los electrones. La matriz extracelular (MEC)
subendotelial normal es necesaria para el mantenimiento de las funciones
diferenciadas de todas las células residentes en el higado. En el higado fibrético
los componentes de la MEC son similares a los presentes en higado normal pero
aumentan cuantitativamente. Se presenta ademas, una redistribucion de las
cantidades relativas de dichos componentes sobre todo en el espacio porta 6 en la
vena central, lo que lleva al desarrollo de conexiones fibrosas de una estructura
vascular a otra; por lo tanto, la principal consecuencia, no es solo la expansion de
la MEC, sino la interrupcion de la vascularizacion normal del I6bulo hepatico
(Bedossa & Paradis, 2003).

La fibrosis, incluyen variaciones en el contenido total de componentes de la MEC
(cola-gena y otros), los cuales se incrementan de 3 a 5 veces, acompafiados por
la transformacion en el tipo de matriz en el espacio subendotelial, de una
estructura normal de tipo membrana basal de baja densidad, a una de tipo
intersticial con alto contenido de colagena fibrilar. Este cambio se acompafa de la
pérdida de la naturaleza fenestrada del endotelio sinusoidal (capilarizacion) y de
las microvellosidades de los hepatocitos, lo cual contribuye al deterioro de la

funcidn del 6rgano; el dafio hepatico se acompafa ademas de la activacion de las
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células de Kupffer lo que favorece la activacion paracrina de las células estelares
(Friedman, 2000).

El higado normal, permite el libre intercambio entre las células del higado y el flujo
sanguineo debido a la constitucién porosa de las células endoteliales sinusoidales
(SEC) y la escasez de MEC en el espacio perisinusoidal; por lo tanto, la
capilarizacion del sinusoide deteriora poderosamente este intercambio. Ademas,
debido a las conexiones directas entre las células y su entorno, cualquier
modificacion cuantitativa o cualitativa del microambiente de la MEC influenciara las
funciones celulares, produciendo deterioro de la funcidén del hepatocito y cambios
en el fenotipo de las células estelares hepaticas (HSC). Estos cambios ilustran la
funcién principal de la MEC en el higado, no solamente como armazén para su
arquitectura, sino también como una red continua entre las células que permite,
via sus propios receptores, el intercambio continuo de sefiales entre ellas
(Bedossa & Paradis, 2003).

Aunque la fibrosis es un acontecimiento biolégico importante por si mismo, que
representa un desequilibrio entre la sintesis y degradacion de las moléculas de la
MEC, se asocia ademas con otros mecanismos esenciales en el érgano tales
como distorsién arquitectonica y redistribucion vascular, que en conjunto con los
depdsitos fibrosos, contribuyen a las graves consecuencias para la funcion

hepatica.

La agresion esta presente por meses 0 afos antes de que se acumule una cica-
triz significativa, aunque este tiempo puede acortarse cuando se trata de enfer-
medad hepatica congénita. La fibrosis hepatica es reversible, mientras que la cirro-

sis, estado final consecuencia de la fibrosis, generalmente es irreversible.

Al estudiar la patogenia de la fibrosis se ha puesto atencién especial en su
frecuente asociacion con el incremento de la peroxidacion de lipidos y/o la
alteracion del sistema anti-oxidativo. La ruptura oxidativa de los lipidos de la
membrana puede deberse a su interaccion con gran variedad de radicales libres y
se caracteriza por el incremento de especies reactivas de oxigeno (ROS) y

radicales organicos inter-medios durante el proceso de propagacion (reaccion en
5



cadena). Este proceso, mediado por radicales libres, esta implicado frecuentemente
en el cambio del equi-librio oxido-reductor intracelular hacia la oxidacion, lo que

bioquimicamente se define como estrés oxidativo (Poli & Parola, 1997).

Los blancos bioldgicos principales de los radicales libres y las ROS son las
proteinas, los lipidos y el DNA. La peroxidacion de los lipidos ocurre
principalmente en la membrana plasmatica alterando sus propiedades fisicas y

como consecuencia sus funciones biologicas.

Los hepatocitos y las células de Kupffer son una fuente de ROS; éstos compues-
tos ejercen una estimulacion paracrina sobre las HSCs, cuya actividad in vivo se
amplifica por la pérdida de antioxidantes, como ocurre tipicamente en la
enfermedad hepatica. El medio de cultivo condicionado de hepatocitos, adicionado
a cultivos de HSCs, induce estrés oxidativo en éstas células, incrementando su
proliferacion y la sintesis de colagena. La sobre-expresion en las HSCs de la
enzima citocromo p450 2E1, cuya actividad genera ROS, estimula la expresion del
gen de colagena |, la cual es atenuada por antioxidantes. Las SEC dafiadas
estimulan la produccién de una variante celular de fibronectina (isoforma EIIIA)
que tiene un efecto activador sobre las HSCs, adicionalmente, las SEC convierten
el factor de crecimiento transformante-g1 latente (TGF-f1) a su forma activa a
través de la accion de la plasmina, proceso que a su vez desencadena la
formacion de la cicatriz constituida por fibras complejas de MEC, lo que contribuye
a la pérdida de las microvellosidades de los hepatocitos y la capilarizacion del

sinusoide con el consiguiente deterioro de la funcién hepatica (Friedman, 2000).

Las manifestaciones clinicas de la fibrosis pueden variar extensamente, desde la

ausencia de sintomatologia hasta la instauracion de la insuficiencia hepatica.

En promedio, un 40% de pacientes con cirrosis son asintomaticos y pueden
permanecer asi por mas de una década, sin embargo el deterioro progresivo es
inevitable una vez que se presentan las complicaciones tales como insuficiencia
hepatica, ascitis, varices esofagicas, encefalopatia, etc. Entre estos pacientes

existe hasta un 50% de mortalidad en 5 afios, y aproximadamente el 70% de estas



muertes son atribuibles directamente a la enfermedad hepatica (Milani y cols.,
2005).

La biopsia que es el "estandar de oro" en el diagndstico hepatico ampliamente
utiizada, ademas de su capacidad de invasion tiende a atraer muchos
contratiempos, tales como el error de muestreo (se obtiene alrededor de 1 / 50 000
de la masa hepatica), la calidad de la muestra es irreproducible en funcion de la
longitud y tamafo del tejido (coeficiente de variacion de 45% -35%). Es una
evaluacion histolégica estrictamente dependiente de la experiencia del patdlogo
(error del observador), las consideraciones é€ticas evitan que sean tomadas
multiples biopsias del higado de los pacientes y los resultados generados tienden
a ser representativos solamente de una enfermedad relativamente avanzada
(Gressner y cols, 2007; Iredale, 2007 )

Biomarcadores de fibrosis hepatica

La busqueda de biomarcadores especificos de fibrosis hepatica se ha aplicado en
la investigacion sobre tejidos y suero, y estos han sido empleados para
comprender los procesos biologicos fundamentales y sus interrelaciones, para ser
usados como herramienta en el desarrollo diagnéstico y terapéutico. En particular,
son escasos los marcadores no invasivos (localizados en suero o liquidos

biolégicos), que indiguen con certeza la actividad fibrogénica.

Gressner A.M. y cols. (2007, 2009), realizaron una busqueda sistematica en la
literatura empleando bases de datos electronicas y listas de referencias de
publicaciones relevantes, para determinar una serie de biomarcadores de fibrosis
no invasivos. Partiendo de este estudio, diferenciaron dos clases de
biomarcadores que pueden definirse como: clase |, componentes del suero que
tienen una relacion directa con el mecanismo de fibrogénesis, ya sea como
mediadores del recambio o sintesis de matriz extracelular, o como elementos
relacionados con la misma MEC, secretados por fibroblastos y células estelares

hepaticas activados, o, que reflejan principalmente la actividad del proceso



fibrogénico. Muchos de ellos, sin embargo, han resultado ser decepcionantes en
cuanto a sensibilidad y especificidad. Hasta ahora el acido hialurénico resulté ser

relativamente, el mejor marcador de tipo |, en suero.

Los clase IlI, en general, comprenden algo mas que pruebas estandar de
laboratorio que estan agrupadas en paneles que cumplen con la mayoria de los
criterios para la deteccion y clasificacion de la fibrosis, relacionadas en menor
medida, con la actividad fibrogénica. Existen mas de 20 pruebas diagndsticas

disponibles en la actualidad, entre los que el Fibrotest™ es el mas popular.

Prevalece por lo tanto una necesidad urgente de determinar marcadores de
fibrosis hepatica mediante métodos no invasivos por diversas razones, una de
ellas es la existencia de mas de 170 millones de pacientes infectados con el virus
de la hepatitis C (HCV) en todo el mundo, que corresponden a un 3% de la
poblacion mundial. Por otra parte, actualmente no se conoce un ensayo Sérico
estandar, estudio de imagen, o andlisis virolégico, que pueda distinguir a aquéllos
individuos que estén en riesgo de padecer fibrosis progresiva, sin ser expuestos a
los riesgos potenciales, tanto por inconveniencia y costo de la biopsia hepatica y
de su interpretacion. Si existiera un analisis confiable, no invasor, para excluir
certeramente la posibilidad de desarrollar fibrosis significativa, tales pacientes
podrian ser monitoreados regularmente para confirmar la ausencia de progresion

de la fibrosis

Con la expectativa del desarrollo de terapias antifibroticas se abre la necesidad de
la supervision temprana y la regulacion de la respuesta a dichas terapias para
establecer su eficacia y optimizar su dosificacion. La necesidad de tal supervision
frecuente rebasa la posibilidad de realizar la biopsia hepatica percutdanea o

transyugular (Gressner y cols, 2007)

Tanto los avances de la biologia molecular, como el desarrollo de modelos de
ratones transgenicos, y la utilizacion de cultivos celulares de diferentes tipos, han
permitido la determinacion de funciones patogénicas especificas de células

individuales durante los procesos fibraticos.



No existe un modelo experimental que reproduzca exactamente la fibrosis
hepatica humana por etiologia; no obstante, cada uno de los modelos
desarrollados, han servido para realzar nuestra comprension de los mecanismos
patogénicos de la fibrosis en el 6rgano. Se han obtenido resultados importantes
derivados de diversos modelos, el mejor ejemplo, es el esclarecimiento de la
funcidn de las células estelares hepaticas en el proceso de fibrogénesis. La
implicacién de éstas células en este proceso fue observada constantemente en los
modelos experimentales, sin importar si el estimulo fibrogénico fuese alimenticio,
hepatotoxico o inmunologico. Los mecanismos celulares y moleculares de la
activacion de las HSC entre otros, han comenzado a ser explorados en diversos
modelos. Otro ejemplo es el papel de TGF-f en la fibrogénesis del higado

(Schuppan y cols., 2001)

Los modelos de fibrosis hepética se pueden clasificar en tres grupos, los cuales
tienen ventajas y desventajas especificas. El primer grupo incluye los cultivos
celulares, en los cuales se estudian in vitro células primarias aisladas de higado
normal o dafado experimentalmente. Este tipo del modelo facilita el estudio
detallado del comportamiento de la célula y del efecto de mediadores especificos,
pero no puede recapitular claramente los acontecimientos que ocurren in vivo
resultantes de la interaccion compleja de las células entrantes y residentes en un

microambiente.

El segundo grupo incluye los tejidos humanos tomados en la biopsia o después de
la reseccion hepatica. Los estudios que implican este tipo de modelos son
esenciales para validar las observaciones hechas en cultivo de tejidos y modelo
animales. La seleccion cuidadosa de muestras y el uso de técnicas moleculares
modernas garantizan que pueda ser generada una gran cantidad de informacion
de tal o cual tejido. Sin embargo, las consideraciones éticas evitan que sean
tomadas multiples biopsias del higado de los pacientes con propésitos de
investigacion, donde la informacion resultante tiende a ser limitada a los datos de
la “foto”. Ademas, los resultados generados tienden a ser representativos

solamente de una enfermedad relativamente avanzada (Iredale, 2007).



Para tratar de resolver las cuestiones planteadas por el uso de los primeros dos
tipos mencionados, y también para describir un proceso potencialmente dinamico,
se utiliza un tercer tipo el cual incluye modelos experimentales de fibrosis.Los
modelos animales tienen solo una gran desventaja, que no son humanos. Sin
embargo, permiten el muestreo serial del tejido en el volumen requerido para los
estudios detallados de la patogenia celular y molecular. Ademas, el desarrollo de
herramientas moleculares modernas y de animales genéticamente modificados,
permite que los modelos animales puedan ser aplicados a estudios mecanicos de
fibrosis en los cuales se desregulan los mediadores individuales o los tipos de
células (Iredale, 2007).

Los elementos indispensables de un modelo empleado para estudiar fibrosis
incluyen: facil aplicabilidad, limitada duracion de la induccion, reproducibilidad y
peligro minimo al personal. Varios modelos animales han sido introducidos para
producir fibrosis hepética, ya sea inducida por agentes hepatotoxicos como:
drogas dietarios, alcohol, ligadura de los conductos biliares y activacion
inmunologica. La induccion de cirrosis por medio de drogas hepatotdxicas como
CCly TAA y dimetilnitrosamina (DMN) y la ligadura de los conductos biliares son

los modelos experimentales mas conocidos (Tsuqueamoto y cols., 1990).

Un modelo experimental de cirrosis hepatica empleado con frecuencia es la
respuesta del higado a la droga hepatotoxica tetracloruro de carbono (CCly), el
cual induce peroxidacion de los lipidos de la membrana del hepatocito y
dependiendo de la dosis, tiempo de exposicion, o la edad de los animales
empleados, puede resultar en la regresion del proceso, con la recuperacion casi
completa del higado (Friedman, 2000).La cirrosis experimental inducida por CCl,
parece reproducir superficialmente las caracteristicas principales de la enfermedad
humana, el higado es nodular, hay indicios de hipertension portal y la arquitectura
normal es substituida por nédulos de células hepaticas en regeneracion, rodeadas
por tabiques de tejido conjuntivo con proliferacion de conductos biliares y
desarrollo de anastomosis porta-cava tal como ocurre en el hombre. Es un potente
hepatotoxico, el cual, con una sola dosis conduce rapidamente a la necrosis y

esteatosis graves. La necrosis hepatica causada por el CCl,; se debe a la
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produccion de radicales libres producidos a partir de la via del citocromo P450
(CYP2E1). La union covalente de tricloruro de metilo a proteinas celulares esta
considerada como el primer paso entre los eventos secuenciales que producen la
peroxidacion lipidica de la membrana, cuyo punto final es la necrosis celular

(Jeong, 1999; Zimmerman, 1999, Rosenberg y cols., 2000).

La tioacetamida (TAA) es otro hepatotoxico potente que requiere ser activado
metabolicamente por diversas oxidasas. En general, los citocromos (CYP2B,
CYP2El), y la flavin mono-oxigenasa (FMOs) transforman la TAA, en
subproductos toxicos (Hunter et al., 1977, Wang et al.,, 2000) y metabolitos
intermedios que pueden unirse a proteinas celulares formando derivados de
acetilimidolisina (Dyroff y Neal, 1981). La TAA aparentemente se convierte en
oxido de tioacetamida que a su vez se transforma en un metabolito téxico activo
que se une covalentemente a moléculas tisulares, induciendo la necrosis

(Zimmerman, 1999).
Microarreglos

Las tecnologias utilizadas para la busqueda de biomarcadores incluyen analisis
tradicionales in vitro de las variaciones y expresion del DNA, RNA y proteinas, y la
cuantificacion de metabolitos, asi como las mediciones in vivo de los procesos
biolégicos en seres humanos y animales, utilizando imagenes morfologicas y
tecnologias funcionales. La importancia de las mediciones se correlaciona con su
capacidad de prediccion para los puntos clinicamente relevantes, tales como el
pronéstico de la enfermedad, y la respuesta a la terapéutica, por mencionar

algunos ejemplos.

A finales de 1990, surgio la tecnologia de microarreglos de DNA como una
poderosa herramienta para el analisis de los niveles de los transcritos de RNAmM
expresados en diversas situaciones. Los oligonucleétidos pueden ser impresos en
un chip por métodos fotolitograficos. Los arreglos de DNA son utilizados para
analizar la expresion de genes, monitorizandose los niveles de miles de ellos de
forma simultdnea permitiendo obtener informacién acerca de la muestra que se

esté trabajando (Schenay cols., 1995).
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Los productos de PCR también pueden ser vistos en los chips de microarreglos de
DNA. A pesar de que sus valores no siempre se correlacionan, la informacion
sobre los niveles de expresion del RNAm y la abundancia de la proteina
correspondiente (o su actividad) son sin duda utiles en el analisis gendmico
(Tomizaki y cols., 2010).

Figura 1.- Diagrama de metodologia de Microarreglos
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El RNA total se aisla de cada muestra seguida de diversos pasos para enriquecer
y en algunos casos para amplificar CRNAs. Este material, cDNA o en el caso de
la amplificacion cRNA, se etiqueta directa o indirectamente generando un cDNA
en una reaccion de transcripcion inversa con nucleétidos marcados y se hibridan
en un microarreglo, los cambios en la expresion de los genes se determinan por
medio de la cuantificacion de la fluorescencia emitida por cada punto del
microarreglo (hibrido formado) (Harm van Bakel and Frank C.P. Holstege, 2008).
Estos datos pueden analizarse utilizando los programas y bases de datos que se
han disefiado para contener la informacion resultante de la expresion de los
microarreglos, entre las mas conocidas se encuentran SAM (Significance Analysis
of Microarrays, Flex Array, DAVID (The Database for Annotation, Visualization and

Integrated Discovery), Ingenuity, Ace View por mencionar algunas.
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HIPOTESIS

Los diferentes modelos experimentales empleados para reproducir la fibrosis-

cirrosis generan patrones genéticos propios derivados del agente causal, que al

analizarlos en conjunto podrian caracterizar las diferentes etapas del desarrollo de

la fibrosis hepatica, que permitan extrapolarse al padecimiento humano.

Objetivo

Identificar y validar los genes que sufren alteraciones a lo largo del

proceso inductivo de fibrosis hepatica y correlacionarlos con las vias
metabolicas en las que intervienen para obtener un perfil molecular que
pueda ser empleado para el desarrollo a futuro de una prueba pronostica

y/o diagndstica para fibrosis hepatica

Objetivos Particulares

Inducir fibrosis-cirrosis en ratas machos a través de la inyeccion

intraperitoneal de CCly,

Obtener muestras hepaticas para procesamiento de microarreglos y para

las determinaciones histoldgicas y de colagena.
Obtener RNA y cDNA para la hibridacién en el microarreglo.

Analizar los datos obtenidos del microarreglo en los programas SAM vy
DAVID

Validar los genes obtenidos del analisis de expresion.
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Justificacion

La cirrosis hepéatica es una de las principales causas de muerte en México entre
sujetos de 25 a 50 afios de edad. Una vez establecida la enfermedad, es muy
poco lo que la medicina actual puede ofrecer al paciente, ademas de un
tratamiento sintomatico. Una de las principales razones de la insuficiencia
terapéutica es que actualmente no existe ningun parametro o combinacion de
ellos, disponibles, que cumplan con todos los criterios de diagndstico requeridos
para su uso extenso, rentable, y confiable para diagnostico. Por lo que en este
trabajo se pretende establecer un perfil molecular a través del estudio de los
genes que se ven alterados durante el desarrollo de la fibrosis hepatica en etapas
tempranas, que a futuro integraran probablemente un panel de diagnostico para

fibrosis hepatica.
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MATERIAL Y METODOS

Animales

Se emplearon ratas Wistar, machos, de 150-200 g de peso, alimentadas ad libitum
con agua y purina y los animales se manejaron siguiendo los lineamientos
marcados por el Consejo de Organizaciones Internacionales de Ciencias Médicas
y la norma oficial mexicana (NOM-062-Z00-1999).

Al término del tratamiento de cada grupo, los animales se sacrificaron por

exsanguinacion cardiaca bajo anestesia con éter.

Modelo Experimental y obtencion de muestras

La cirrosis fue inducida de acuerdo a lo establecido previamente (Pérez-Tamayo y
cols., 1987; Montfort y cols., 1990; Garcia de Leon y cols 2005). Cada animal fue
inyectado via intraperitoneal (i.p.) con 0.25 ml de CCl, al 33 % en aceite de olivo,

dos veces por semana, durante 20 semanas.

Se prepararon 2 grupos como sigue:

_ _ Tiempo de

Grupo Animales Experimentales )
Tratamiento

CCl, 0.25 ml de solucién al 33 % de
_ . 20 semanas
CClsen Aceite de oliva
Control Sin tratamiento

20 semanas

De cada grupo de animales se tomaron muestras de tejido hepatico a las 4
semanas de iniciado el tratamiento (Fase I), una muestra intermedia que vario

segun el tipo de agente causal (Fase lIl), al finalizar el esquema de inyecciones
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(Fase lll), y dos mas a los 30 (Fase IV) y a los 180 dias posteriores a la

suspension del tratamiento (Fase V).

Con estas muestras se obtuvieron en tres fragmentos, uno para la extraccion del
RNA total empleado para la elaboracion de los micro arreglos, con el segundo
fragmento se prepararon cortes histoldgicos los cuales una vez fijados e incluidos
en parafina, se utilizaron para el analisis histopatologico con tinciones de Hy E y
rojo de Sirio, y el tercer fragmento se utilizoO para el calculo del contenido de

colagena, con el fin de monitorear la evolucion de la fibrosis en el modelo.

Estas mismas muestras serviran para verificar la validacion de los posibles genes
alterados (RT-PCR en tiempo real y/o ELISA e inmunohistoquimica), obtenidos en

el andlisis de micro arreglos.

Determinacion de la concentracion de colagena mediante la técnica de
Hidroxi-Prolina (OH-prol). (J. F. Woessner, 1961)

Se utilizaron muestras de 100 mg de tejido hepatico deshidratado los cuales se
colocaron en una ampolleta de cristal con 5 ml de HCI 6N y se sellaron al vacio.
Se mantuvieron a 100°C durante 24 hrs hasta obtener la hidrdlisis del tejido, el
contenido de la ampolleta se filtro, se le estimé el volumen total y posteriormente
se neutralizé con NaOH. De la solucion neutralizada se tomaron 0.5 ml a los
cuales se les adicion6é 1.5 ml de agua doble destilada (dde), se colocaron en
tubos de cristal de 20 ml, se les adiciond 1 ml de cloramina T, se agitaron

vigorosamente, y se incubaron durante 20 min a temperatura ambiente.

Al cabo de la incubacion se les adiciond 1 ml de acido perclorico 2.5 M, se
agitaron vigorosamente e inmediatamente se les afadi6 p-dimetil
aminobenzaldehido (pDAB), se agitaron hasta mezclar perfectamente y se
incubaron a 60°C durante 20 min. Una vez terminada la incubacion, se agitaron y

dejaron enfriar y se determin6 la concentracion de  OH-Prol
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espectrofotométricamente a una longitud de onda de 557 nm, interpolando estos

resultados a la curva estandar de OH-Prol.

Para la Curva Estandar: Se preparo una solucion de OH-Prol de 0.01mg/ml, de la
cual se realizaron diluciones seriadas para obtener las concentraciones finales de
100, 200, 400, 600, 800 ug,y 1, 1.2, 1.4, 1.6, 1.8 y 2 mg de OH-Prol, y aplicamos
la misma técnica mencionada arriba. Se determino su absorbancia a 557 nm y se
construy0 una curva, sobre la cual fueron extrapoladas las lecturas de los
problemas. Los datos obtenidos se aplicaron a la siguiente formula con la cual

obtuvimos la concentracion de colagena (en mg) por mg de tejido.
mg Col= (ug de OH-prol / 1000) X 7.42
Extraccion de RNA
Obtencidon de RNA. (Se utiliza el método de extraccion de Trizol, INVITROGEN)

En un tubo de plastico estéril se colocaron 100 mg de higado de rata, se agrego
1.0 ml de trizol (Invitrogen) y se homogenizé con politrén incubando por 5 min a
temperatura ambiente. Se afiadieron 200 ul de cloroformo, la mezcla se agitd
vigorosamente incubando 3 min a temperatura ambiente, se centrifugd a 8000 g a
8 °C por 15 min y se tom¢é la fase acuosa (parte superior) que correspondio
aproximadamente al 60 % del volumen inicial de trizol y se transfirié a otro tubo

estéril de 1.5 ml.
Precipitacion de RNA.

A la fase acuosa, obtenida previamente, se le adicion6 alcohol isopropilico a una
relacion 1:1 v/v, se homogeniz6 e incub6é 10 min a temperatura ambiente, y se
centrifugd a 12000 g a 8 °C por 10 min, observandose un precipitado blanco
correspondiente al RNA. El precipitado se lavo con etanol al 75 % y se dejo secar
al aire. EI RNA obtenido se disolvié en 50 ul de agua estéril, se tomaron 2 pl de
esta solucién y se mezclaron con 98 ul de agua estéril para medir la absorbancia a
260 y 280 nm y determinar su pureza y concentracion. Se almacena cada

muestra ajustada a 1ug/ul de RNA a -70°C.
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MICROARREGLOS DE EXPRESION (GeneChip Rat gene 1.0 ST Array)

Todo el trabajo experimental de microarreglos, se llevo acabo en la Unidad de
Medicina Genomica del Hospital General de México a cargo del Dr. Jaime

Berumen Campos.

Se tomaron fragmentos de higado de cada rata los cuales se les extrajo el RNA
total se procesaron para obtener su cDNA marcado y posteriormente se aplicaron
individualmente en un CHIP, del tipo GeneChip Rat gene 1.0 ST Array de
Affimetrix, que consta de 27,342 genes de rata en total, como se describe a

continuacion.

*****Todas las reacciones mencionadas a lo largo de la técnica se llevan a

cabo sobre hielo.

Preparacion de los controles Poli-A

Se descongelan los reactivos en el momento (controles poli-A y su amortiguador
de dilucion), preparar una dilucion de la solucion stock de poli A 1:50 en tubo
eppendorf de 1.5 ml con el amortiguador descongelado previamente, agitar muy

bien, centrifugar y dejar en hielo.
Preparacion de los iniciadores T7/ Controles Poli-A

Del kit de amplificacion de cDNA WT (Whole Transcript), los viales de los
iniciadores T7 y y poli A se descongelaron, agitaron y centrifugaron. Se preparo en
un tubo eppendorf la solucion de trabajo (volumen final 20 ul), quedando a una
concentracion de 250 ng/ul de los iniciadores T7 y una dilucién final 1:500 de los

controles poli-A se agitaron y centrifugaron, y se dejaron en hielo.
Preparacion de RNA/iniciadores T7/ Controles Poli-A

Después de cuantificar y revisar la integridad del RNA se prepararon diluciones de
cada RNA total para obtener una concentracion final de 100 ng/ul se preparé en

una mezcla de reaccion con 3pul (300 ng de RNA total) y 2 ul de la solucion de
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iniciadores T7/ Controles Poli-A preparada anteriormente, los tubos se agitaron y

centrifugaron y fueron colocados en el termociclador con el programa siguiente:

Temperatura (°C)  Tiempo (min)
70 5
4 2

Sintesis de primera cadena de cDNA: ler. Ciclo

Del kit de amplificacion de cDNA WT, se prepard un Master mix con las cantidades

enmarcadas en la tabla siguiente:

Componentes [Concentracion inicial] Vol. pl.
Amortiguador de 1" cadena 5X 2.0
DTT 0.01 M 1.0
dNTP mix 10 mM 0.5
Inhibidor de RNAsa 0.5
Super Script Il 1.0
Total 5.0

Una vez terminado el ciclo de 7 min, se adicion0 a cada tubo 5 pl del Master Mix
preparado anteriormente, se ajustaron a un volumen final de 10ul, y se colocaron

nuevamente en el termociclador con el siguiente programa:

Temperatura (°C) Tiempo (min)
25 10
42 60
70 10
4 2*

*No exceder de 10 min de incubacion a 4°C.
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Sintesis de 2da. Cadena: ler. Ciclo

Se preparé el Master Mix de la 2% cadena de acuerdo a la siguiente tabla:

Componente [Inicial] Vol. ul
H.0 Libre de RNasas 4.8
MgCl, 17.5 mM 4.0
dNTP mix 10 mM 0.4
DNA pol | 0.6
Rnasa H 0.2
Total 10.0

Una vez que la reaccion de la 1™ cadena ha terminado se le adicioné al mismo
tubo 10 pl del Master Mix de la 2% cadena. se ajusté el volumen a 20pl, y se

colocaron los tubos nuevamente en el termociclador con el programa siguiente:

Temperatura (°C) Tiempo (min)

16 ** 120
75 10
4 2

No dejar que la reaccion exceda 10 min a 4°C

** Incubar en el termociclador con la tapa abierta

Sintesis de cRNA: 1°". Ciclo

Se preparé el Master Mix IVT (in vitro transcripcion) con las siguientes

concentraciones:

Componentes Vol. ul
Buffer IVT 5
NTP IVT mix 20
Mix de enzimas IVT 5
Total 30
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Una vez realizado el 1%ciclo de la reaccién. para la 2% cadena se adicionaron
30ul del Master Mix IVT a cada uno de los tubos, y se ajusto a un volumen final de

50ul y se colocaron en el termociclador con el siguiente programa:

Temperatura (°C) Tiempo (hr)
37 16
4 Mantener a

Limpieza de cRNA

Una vez que se ha completado la reaccion de transcripcion in vitro se adicionaron
50ul de agua libre de RNAsas a cada tubo, se agité y centrifugd cada tubo, y se
transfirio la solucién final (100ul) a un tubo de 1.5 ml al cual se afiadieron 350 pl
de amortiguador de union de cRNA la mezcla se agitd y centrifugd, se le
adicionaron 250 ul de etanol absoluto y se mezclé suavemente. Se agregd esta
mezcla de 700 pl de amortiguador de lavado, a una columna de limpieza de cRNA
y se centrifugd durante 15 seg a 8960 G a 4°C. Se descarto el sobrenadante, la
columna se transfirio a un nuevo tubo colector, se realizé un nuevo lavado con 500
ul de amortiguador, se descartd el sobrenadante y se le agregaron a la columna
500ul de etanol al 80%, se centrifugd por 15 seg a 8960 G a 4°C, se descarto el
sobrenadante y se centrifugé durante 5 min a maxima velocidad la columna seca
se paso a un nuevo tubo de 1.5 ml, se le adicionaron 15 ul de agua libre de RNAsa
directamente a la membrana y se dejo incubar 5 min a temperatura ambiente. Se
centrifugd a maxima velocidad a 4 °C por 1 min, se colecto el liquido centrifugado
y se volvid a adicionar a la columna de limpieza, se incubé a temperatura
ambiente durante 5 min y se centrifugd a maxima velocidad a 4°C; el eluido

obtenido es el cRNA el cual fue cuantificado espectrofotométricamente a 260 nm.
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Sintesis de 1" cadena 2do. Ciclo

A continuacion se preparo la siguiente mezcla:

Componentes [Inicial] Vol. ul
CRNA 10 ug
Random primers 3ug 15
H20O libre de RNAsa
Total 8.0

Una vez preparada la mezcla con el cRNA se coloco en el termociclador con el

siguiente programa:

Temperatura (°C) Tiempo (min)

70 5
25 5
4 2

Preparacion del Master Mix 1ra. cadena: 2do. Ciclo

Se preparo el Master Mix 1ra cadena: 2do. Ciclo con las siguientes cantidades:

Componentes [StockK] Vol. ul 1x
Amortiguador 1lra. cadena 5x 4.00
DTT 0.1M 2.00
dNTP+dUTP 10mM 1.25
Super Script Il 4.75
Total 12.0
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» Una vez terminado el 2do ciclo de la reaccion de sintesis de la 1™ cadena se
agregaron a cada tubo 12 pl del Master Mix de la 1™ cadena, dejando un

volumen final de 20ul, y se colocaron en el termociclador con el programa

siguiente:
Temperatura (°C) Tiempo (min)
25 10
42 90
70 10
4 2

Hidrélisis de cRNA.

Una vez finalizado el segundo ciclo de la reaccion de la 1ra cadena, se le agrego
al mismo tubo 1pl de la enzima Rnasa H a cada una de las muestras, se agitaron
y centrifugaron, ajustando a un volumen final de 21 ul, y se colocaron en el

termociclador utilizando el programa siguiente:

Temperatura (°C) Tiempo (min)
37 45
95
4

Limpieza de cDNA

A la muestra de cRNA hidrolizada se le adicionaron 80ul de agua libre de RNAsas
y esta solucion se colocé en un tubo de 1.5 ml y se le adicionaron 370ul de
amortiguador de union de cDNA, se agitdé y centrifugo, se ajustd el volumen a
471ul, se transfirio a una columna de limpieza de cDNA, se centrifugd durante 1
min a 8960 G, se descartaron el sobrenadante y el tubo colector, y la columna se
transfirid a un nuevo tubo colector, la columna ser lavé con 750 pl de amortiguador
de lavado se centrifugd durante 1 min a 8960 G a 4°C, se descartdé el
sobrenadante y se centrifugd durante 5 min a maxima velocidad a 4°C con la

columna destapada, nuevamente se descartaron el sobrenadante y el tubo
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colector, y la columna se coloco en un tubo nuevo de 1.5 ml, se adicionaron 15 pl
de amortiguador de elucion directamente a la membrana de la columna y se dejo
incubar 1 min a temperatura ambiente, posteriormente se centrifugd 1 min a
maxima velocidad a 4°C, y se adicionaron al mismo tubo 15ul de amortiguador de
elucion de cDNA y se dejo incubar 1 min a temperatura ambiente, se centrifugo 1
min a maxima velocidad a 4°C. El ssDNA se cuantificd y se determind su pureza

espectrofometricamente.

Fragmentacion del ssDNA

Se preparo el master mix de fragmentacion con las siguientes cantidades:

Componente [Stock] Vol. pl 1x
H20 10
Amortiguador de Fragmentacion 10x 4.8
UDG 10 U/l 1
APE1 1000 U/l 1
Total 16.8

Para realizar la fragmentacion se emplearon 5.5 ug de ssDNA en un volumen final
de 31.2ul con agua libre de RNAsa a los cuales se les adicionaron 16.8 pul del
amortiguador de fragmentacion, se agitaron y se centrifugaron para colocarlos en

el termociclador con las siguientes condiciones:

Temperatura (°C)  Tiempo (min)

37 60
93 2
4
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Marcaje del ssDNA

Se preparo el Master Mix de marcaje con las siguientes cantidades:

Componentes [StockK] [Final] Vol. ul 1x
ssDNA 45
Amortiguador TdT 5x 1x 12
TdT 30 U/pl 1 U/l 2
Reactivo de Marcaje 5mM 0.08mM 1
Total 60

Una vez que se ha preparado el master mix de marcaje se agité y se centrifugo y

se coloco en el en el termociclador con el programa siguiente:

Temperatura (°C)  Tiempo (min)

37 60
70 10
4 2

Hibridacion del ssDNA en el chip rat 1st

Los controles de hibridacién deben incubarse a 65°C durante 5 min antes de

preparar el master mix de hibridacion con las siguientes cantidades:

Componentes [StockK] [Final] Vol. pl 1x
DNA Marcado 25ng/ul 27
Oligo B2 3nM 0.05nM 1.7
Ctls.de Hibridacion 20x 1x 5.0
Mix de Hibridacion 2X 1x 50
DMSO 100% 7% 7.0
H20O libre de RNAsa 9.3
Total 100
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Se coloco el chip a temperatura ambiente. Una vez que se ha preparado la mezcla
se incubo primero a 99°C durante 5 min, y después a 45°C por 5 min; terminada la
altima incubacion, se centrifugd a maxima velocidad por 1 min, se tomaron 80 pl
del master mix de hibridacién para inyectarlos en el chip, se sellaron las entradas
del chip y se coloco en las canastillas del horno de hibridacion y se incubé a 45°C

a 60 rpm durante 17 hrs.
Lavado y Tefido del Chip

En la consola de expresion de Affimetrix se registro el experimento,
posteriormente se encendio la estacion de fluidos y se corrié el programa prime
450 con agua desionizada; una vez que la estacion de fluidos se ha lavado con
agua desionizada, se corrio el programa prime 450 con amortiguador A y B. Una
vez terminada la hibridacion, se toma el chip y se extrajo el mix de hibridacion
(80ul) y se llend el chip con 100ul de amortiguador A. Se alicuotaron 600 ul de
cocktail de tefiido 1 y tefiido 2, se alicuotaron 800ul de amortiguador de
mantenimiento en tubos eppendorf de 1.5 ml protegidos de la luz, se agito y
centrifugd. Se corrié el protocolo FS450 0007 para tefiir los chips. Se corrio el
protocolo prime 450 con agua desionizada una vez finalizado el protocolo de

tincion.

Los analisis estadisticos se realizaron una vez que los datos fueron normalizados
por la consola de expresion de Affymetrix. Estos datos fueron introducidos al
programa estadistico SAM (Significance Analysis of Microarrays), que es una
prueba de T modificada por Tusher ( Tibshirani y Chu en el 2001), usando un
valor de cambio de 1.5 veces; estos genes se introdujeron a su vez a DAVID (The
Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery ) el cual hace una
serie de Clusters de genes siendo estos los mas importantes de acuerdo al valor

de p y el valor de enriquecimiento en el genoma ( Dennis Jr. y cols., 2003).
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Fig 2.- Diagrama de flujo del procesamiento de los microarreglos.

28



Metodologia PCR Tiempo Real (qPCR)

El gPCR es uno de los métodos empleados para validar los genes seleccionados
como candidatos. Para realizar el qPCR se obtuvo el cDNA a partir de la
transcripcion reversa del RNA total obtenido de las muestras de higado de cada
uno de los animales (experimentales y controles) que conformaron el modelo,
empleando el Kit de retrotrancripcion “Inphusion” marca Finy Enzyme y se siguio el

protocolo siguiente:
**Utilizar guantes y realizar la técnica utilizando siempre hielo.

Se preparé la mezcla de reaccion para el RT-PCR utilizando las siguientes

cantidades:
Componentes [concentracion]
RNA 1.0 ug
dNTP’s 10 mM
Oligo (dT) 1.0 pl
H,O libre de RNAasa 10 ul

Esta mezcla se incubo a 65°C durante 5 min para desnaturalizar el RNA, en este

momento se prepar0 la segunda mezcla de reaccion con las siguientes

cantidades:
Componentes Volumen final
Amortiguador RT 10 X 2ul
Mezcla de encimas RT 2ul
H,O libre de RNAasa 6ul

De esta mezcla de reaccion se tomaron 10ul y se agregaron al tubo que contenia
la primera reaccion, se agito para obtener una mezcla homogénea y se centrifugo
brevemente, colocandose en el termociclador para realizar la retrotranscripcion

con el siguiente programa:
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Paso Temperatura (°C) Tiempo (min)

Extension 25 10

cDNA sintesis 40 30

Terminacion 85 5
Mantenimiento 4 Mantener a

Una vez terminada la reaccion el cDNA obtenido se cuantifico

espectrofotométricamente para determinar su concentracion.
PCR tiempo real

Se utilizo el kit de amplificacion de la marca Applied Byosistems, sondas TagMan
especificas para el gen (patentado), que codifica la proteina Mfap4, empleandose

como control endégeno el gen para GAPDH utilizando reacciones monoplex.

Para realizar esta reaccion se preparo la siguiente mezcla:

Componentes [concentracion] Volumen final pl
Sonda TagMan GE 20 X 1
Master Mix TagMan GE 2X 10
cDNA 500 ng

H->O libre de RNAasa

Una vez preparada la reaccidon se agito vigorosamente y se centrifugo
brevememente, se coloco en la placa cuidadosamente sin crear burbujas, una vez
cargada la placa, se selld, se agitd y se centrifugd brevemente, y se coloco en el

equipo 7300 de marca Applied Byosistem con las siguientes condiciones:

Estado Temperatura (°C) Tiempo (min)

Mantener 50 2.00
Mantener 95 10.0
95 0.25
40 ciclos
60 1.00
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Una vez terminada la reaccion los datos se analizaron a través del método “menos

doble delta CT (2%)".

Fig. 3.- Metodologia PCR Tiempo Real (QPCR) (Modificado del protocolo de
Applied Byosistem)
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Resultados

A partir de la Fase | observamos desarrollo de fibrosis, el cual se transforma en
cirrosis en los grupos subsecuentes (lI-11l) El contenido de colagena de los grupos
I-V, fue de 19, 34, 51, 35 y 26 mg de colagena/ mg tejido (tabla 1 y Fig. 10),
respectivamente. Al realizar la observacion de los cortes histolégicos de los
modelos experimentales se advierten diferencias marcadas entre los controles y
los animales experimentales en cuanto al depdsito de matriz extracelular, la cual
aumenta gradualmente conforme se desarrolla el modelo experimental ( Figuras 5-
10). En el pie de cada figura se describen las caracteristicas histologicas

representativas de cada fase del modelo.

HyE Rojo de Sirio

Fig. 4.- Control Normal: Los hepatocitos son poligonales, con citoplasma granular
y nucleo central, redondo y con nucléolo prominente (flechas). Los sinusoides se
hayan tapizados por células elongadas (células endoteliales y de Kupffer),
proximas a los hepatocitos, quedando el espacio de Disse como una region casi

virtual.
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HyE Rojo de Sirio

Fig. 5.- Fase | Se muestra el inicio de alteracion estructural debido a la presencia
de bandas de fibrosis periportal (bf) y multiples vesiculas pequefias de esteatosis

(e) con ndcleos que conservan su posicion central (n).

HyE Rojo de Sirio

Fig. 6.- Fase Il Se observan zonas con bandas gruesas y delgadas de fibrosis
periportal (bf), lagunas de esteatosis(e) con vesiculas redondeadas, grandes y
pequefias en hepatocitos centrolobulillares. En el citoplasma de los hepatocitos

hay zonas vacias con desplazamiento de los nucleos a la periferia(n).
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HyE Rojo de Sirio

Fig. 7.- Fase lll. Higado cirrético, con nédulos de regeneracion rodeados por bandas de
tejido fibrético que van de vena porta a vena centrolobulillar, acompafiado de minimas
zonas de esteatosis, caracterizadas por vesiculas de gota gruesa y hepatocitos

binucleados de mayor tamafio.

HyE Rojo de Sirio

Fig. 8.- Fase IV. La arquitectura hepatica presenta un estado cirrético con zonas
de necrosis focal, esteatosis minima (e), nddulos de regeneracion rodeados por
bandas de tejido fibrético que van de vena porta a vena centrolobulillar.
Hepatocitos con hipercromatismo nuclear, binucleaciéon (n) y pérdida de la relacion

nacleo-citoplasma.
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HyE Rojo de Sirio

Fig. 9.- Fase V La arquitectura hepatica presenta un estado cirrético con nula
presencia de esteatosis, nddulos de regeneracién rodeados por bandas gruesas
de tejido fibrético que van de vena porta a vena centrolobulillar. Se observa
enucleacion, binucleacion (n) hipercromatismo nuclear, y pérdida de la relacion

nacleo-citoplasma.

Determinacién de la concentracion de colagena mediante el método de Hidroxi-

Prolina

Existen claras diferencias en la cantidad de colagena depositada en el higado
entre los animales controles y los experimentales, asi como en cada una de las
fases experimentales en el modelo como se muestra en la tabla 1. Asi podemos
observar el aumento gradual del deposito de colagena en el higado de los
animales tratados con CCl, desde la fases iniciales, observandose un punto
maximo de deposito entre la tercera fase, como era de esperarse, y un

decremento progresivo en las fases de recuperacion.
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Tabla 1.- Concentracién de Colagena presente en el higado de los animales tratados con

CCly

Controles(n=3)

Experimentales(n=5)

Fase mg Colagena/ mg tejido mg Colagena/ mg tejido
11.83864 19.71547
I +- + -
3.2889224 3.65188405
12.45516 34.03167
Il +- +-
4.61061625 8.66825075
15.7658 51.92269
i + - + -
1.90352493 11.6573333
15.31878 35.30901
v +- +-
4.33973273 0.18705728
15.02607 26.82698
v +- +-
0.36843578 7.32448101

Microarreglos

Al realizar los microarreglos del modelo de CCl; (un Chip para cada animal
experimental (3) y control (2) por fase), el analisis se realiz6 empleando el
programa estadistico SAM que evalla los genes que permite diferenciar los genes
que realmente sufren un cambio en la expresion de otras que varian como fondo
del protocolo y con un FDR (fold discovery rate) menor al 10%. Encontramos 239
genes expresados 1.5 veces mas que el control, resultados que se resumen en la
tabla 2, donde podemos observar que la mayor cantidad de genes
sobreexpresados se encuentraron en la Fase Il experimental; solo en la Fase V

encontramos genes reprimidos.
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Tabla 2.- Numero de genes alterados en su expresion en higado 1.5 veces mas o

menos que el control como resultado del tratamiento de ratas con CCly.

Genes sobre Genes Num.
Fase S
expresados Reprimidos Genes
Fl 56* 0 56
Fll 62 0 62
F 1l 93 0 93
F IV 14* 0 14
FV 10 4 14

*Los genes marcados (*), son genes que tienen un valor de LFDR mayor al 10%.

Estos 239 genes se sometieron una serie de analisis estadistico; los datos
reportados fueron analizados finalmente por medio del programa DAVID, que es
una base que integra los resultados obtenidos de microarreglos, de acuerdo a las
siguientes caracteristicas: una p menor a 0.05 valores de Fold enrichment y

enrichment score altos.

De acuerdo a DAVID los 239 genes estan agrupados en 187 clusters, de los
cuales solo 37 de ellos presentaban una p significativa (< 0.05) ademas, de
tomarse en cuenta los valores de ‘Enrichment Score’ y el ‘Fold Enrichment’ que
son valores que nos dicen cuantas veces esta enriquecido nuestro cluster

respecto al genoma total.

Estos clusters abarcan genes involucrados desde procesos de desarrollo de

organos hasta procesos metabdélicos como se muestra en la tabla 3.
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Tabla 3.- Clusters de los 239 genes obtenidos a través del analisis de DAVID

como resultados del tratamiento en ratas con CCl,.

Valor de Taza de No
Grupo Enrequecimiento Enrequecimiento Nombre del Grupo ) Vaor de P
Genes
(ES) (FE)

1 6.796035607 5.16984407 Desarrollo de tejidos 17 6.39E-08

2 6.70471449 8.09366391 Desarrollo del sistema Oseo 12 1.83E-07

3 6.588864258 14.3084416 Osificaciéon 9 1.70E-07

4 6.068284067 2.84546758 Desarrollo de tejidos 26 6.91E-07

5 5.59385778 16.1657754 Organizacién de la Matriz 8 5.18E-07
extracelular

6 5.292479301 8.01973825 Desarrollo de vasculatura 10 3.12E-06

7 4.48801898 7.43743552 Desarrollo de vasos sanguineos 2.20E-05

8 4.48801898 50.5679012 Colagena fibrilar, C-terminal 5.30E-05

9 3.795833871 2.52638774 Diferenciacion celular 21 9.32E-05

10 3.603125263 4.22474908 Adhesion celular 11 2.15E-04

11 3.602848367 40.4683196 Organizacion fibrilar de la 5 5.79E-06

Colagena

12 3.523430962 2.76313665 Morfogénesis de la estructura 17 2.38E-04
anatémica

13 3.324877092 9.13131313 Desarrollo del sistema 6 4.61E-04
respiratorio

14 3.197958078 8.4 Cadena de la Colagena alpha 3 4.37E-04

(1)
15 2.978727142 3.62976695 Morfogénesis de Organos 11 6.61E-04
16 2.911323916 2.22311102 Regulacidn positiva de los 21 5.20E-04
procesos celulares

17 2.809984979 3.08844746 Regulacién de los procesos de 12 0.00132961
desarrollo

18 2.802857038 51.8366718 Formacion de la trabécula 3 0.00140335

19 2.763544066 4.58033713 Regulacidn positiva de los 8 0.00158805

procesos de desarrollo
20 2.62563703 4.34294161 Formacidn de la estructura 8 0.00214922

anatdmica involucrada en la
morfogénesis

ES: Enrichment Score; FR: Fold Enrichment
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Tabla 4- Clusters de los 239 genes obtenidos a través del analisis de DAVID como

resultados del tratamiento en ratas con CCl,.

Valor de Taza de No
Grupo Enrequecimiento Enrequecimiento Nombre del Grupo ) Vaor de P
Genes
(ES) (FE)
21 2.502962239 38.1558442 Desarrollo de la cara 3 0.00262619
22 2.466995657 6.13121925 Morfogénesis de Vasos 6 0.00267651
Sanguineos
23 2.338831085 2.88864013 Procesos reproductivos 11 0.00398116
24 2.322575019 2.49106237 Respuesta a sustancias 13 0.00455932
organicas
25 2.251271983 11.1139706 Remodelado de tejidos 4 0.00532306
26 2.185952145 6.64405246 Procesos catabdlicos de 5 0.00639562
lipidos
27 2.178287038 8.6394453 Desarrollo de pulmén 5 0.00247505
28 2.149273521 3.56538405 Respuesta a estimulos 8 0.00639876
abiodticos
29 2.134699418 25.4372294 Procesos metabdlicos de 3 0.00591128
colagena
30 2.10944881 9.74375504 Substrato de adhesién 4 0.00767053
celular
31 2.09787335 5.02381841 Morfogénesis de tejidos 6 0.00623477
32 2.056016497 40.7288136 Presentacion y 3 0.00229886
procesamiento de
antigenos de péptidos
exogenos via MHC clase
33 2.019940228 9.50338983 Regulacién de la 4 0.00813899
Osificacion
34 2.019573351 3.8066199 Respuesta a drogas 7 0.00934047
35 1.991755847 20.3644068 Morfogénesis del hueso 3 0.00911629
38 1.91426248 4.52542373 Regulacidn positiva de la 6 0.009578
diferenciacidn celular
63 1.386634909 9.23758594 Respuesta a estimulos 4 0.00888117

mecanicos

ES: Enrichment Score; FR: Fold Enrichment

39



Al analizar con mas detalle en Access encontramos que solo 50 genes
correspondian a los genes alterados con mas frecuencia en estos procesos, asi
que se decidio seleccionar aquellos que tuviera un valor de cambio por arriba del
control, que sus funciones estuvieran involucradas con el proceso de fibrosis y que
no tuvieran relacion con otras patologia que cursaran con fibrosis en otros
organos, estos genes se resumen en la tabla 5. Los cuales fueron distribuidos en 5
procesos, fundamentales, los relacionados con Matriz extracelular, con inmunidad,

con proliferacion celular, metabolismo de lipidos y otros.

Tabla 5.- Procesos en los que participan los 50 genes seleccionados como

candidatos a biomarcadores como resultados del tratamiento en ratas con CCl,

Proceso No. Genes
MEC 23
Proliferacion Celular 11
Inmunidad 7
Metabolismo de 6

acidos grasos
Varios 3
Total 50

En la tabla 6 se describe el primer grupo de 23 genes relacionados con procesos
que tienen que ver con la Matriz extracelular y sus caracteristicas, como la funcion

que tienen, su localizacion, el Enrichment Score y el valor de p.
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Como se puede observar, varios de estos genes pertenecen al grupo de las

colagenas y proteinas de matriz extracelular como laminina, biglicano, elastina,

fibulina, integrinas y metalopeptidasas.

Tabla 6.- Genes que participan en procesos de Matriz Extracelular seleccionados

como candidatos a biomarcadores como resultados del tratamiento en ratas con

CCly.
Genes de MEC
Gen Nombre Funcidén Sl Sl Valor de p
nt Score
disintegrina-parecida a Actividad de metaloendopeptidasa, union a
ADAMTS2  peptidasa (tipo reprolisina ) con o pep ! 6.79 6.39E-08
. . ion Zinc
trombospondina tipo 1, 2
BGN Biglicano Actividad de transferasa, union a proteinas 6.06 6.91E-07
Constituyente estructural de Matriz
COL1A1 Colagena, tipo |, alpha 1 extracelular, proteina de union, respuesta 6.79 6.39E-08
a ROS
Participa en las vias de comunicacion
. . celular, interaccion con el receptor de
COL1A2 Colagena, tipo Il, alpha 2 2], crc e G e, consiineniede & 6.79 6.39E-08
ECM
Participa en las vias de comunicacion
3 . celular, interaccién con el receptor de
COL3A1 Colagena, tipo lll, alpha 1 ECM, adhesion focal, constituyente de la 6.79 6.39E-08
ECM
Comunicacion celular, interaccién con el
. . tor de ECM, adhesion focal, cd d
COL4A1 Procolagena, tipo IV, alfa 1 recep,or € ) @ e5|o~n oca ca.mcer € 6.79 6.39E-08
pulmén de células pequefias, constituyente
de ECM
Participa en las vias de comunicacion
. . lular, int i6 | tord
COL5A2 Colagena, tipo V, alpha 2 celular, Interaccion con & receptor de 6.79 6.39E-08

ECM, adhesion focal, constituyente de la
ECM

En negritas: Genes que codifican para proteinas identificadas en el espacio

extracelular.
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Tabla 6.- Continuacion de la pagina anterior.

Genes de MEC

Gen Nombre Funcidn Enrichment Valorde p
Score
COL6A2 Colagena, tipo VI, alpha 2  Participa en las vias de comunicacidn 2.32 0.00455931
celular, interaccidn con el receptor de 7
ECM, adhesidn focal, constituyente de la
ECM
COL6A3 Procolagena, tipo VI, alfa  Participa en las vias de comunicacion 2.32 0.00455931
3 celular, interaccidn con el receptor de 7
ECM, adhesidn focal, constituyente de la
ECM
CYP26A Citocromo P450, familia Unién a Heme, a ion Hierro, a iones 6.79 6.39E-08
1 26, subfamilia A, metal, actividad de monoxigenasa,
polipeptido 1. acarreador de electrones
ELN Elastina Confiere elasticidad a los constituyentes 6.06 6.91E-07
de la ECM, unién a proteinas
FBLN5 Fibulina 5 Organizacién de ECM; unidn a ién Calcio 5.59 5.18E-07
FBN1 Fibrilina 1 Constituyente estructural de Matriz 6.7 1.83E-07
extracelular, unién a ién Calcio, Zincy
proteinas,
FGFR2 Factor de crecimiento de  Participa en las vias de sefializacion 6.79 6.39E-08
fibroblastos receptor 2 MAPK, cancer de Préstata, regulacion de
actina en el citoesqueleto
GPNMB  Glicoproteina Unidn a Heparina e integrinas 6.79 6.39E-08
(transmembrana) nmb
ITGBL1  Integrina, beta-like 1 Actividad de receptor 3.6 2.15E-04
LAMB1 Laminina, beta 1 Participa en vias de comunicacién 6.06 6.91E-07
celular, interaccién con receptor de
ECM, adhesidén focal, enfermedad de
Prion, cancer de pulmén de células
pequeiias.
MGP Proteina de matriz Gla Unidn a idn calcio, proteinas de union 6.79 6.39E-08

dependientes de calcio

En negritas: Genes que codifican para proteinas identificadas en el espacio

extracelular.
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Tabla 6.- Continuacion de la pagina anterior.

Genes de MEC

Enrichm
G Nombre Funcion ent Valor de p
Score

MMP2 Metalopeptidasa de matriz Participa en las vias de sefializacién de 6.7 1.83E-07

2 GnRh, migracion transendotelial de

leucocitos
POSTN Periostina, factor especifico Unidn a heparina 6.79 6.39E-08
de osteoblastos
RGD15643 Similar a integrina alpha 8 No determinada 3.6 2.15E-04
27

TGFB3 Factor de crecimiento Participa en las via de Ciclo celular, de 6.7 1.83E-07

transformante, beta 3. MAP y del TGF-B leucemia mieloide

crénica, cancer colorectal, pancreatico
y carcinoma celular renal
TIMP2 TIMP inhibidor de Envejecimiento, desarrollo de SNC, 3.79 9.32E-05

metalopeptidasa 2

regulacion negativa de proliferacion
celular, de ciclo celular mitético y de
la protedlisis

En negritas: Genes que codifican para proteinas identificadas en el espacio

extracelular.
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En la tabla 7 podemos observar el grupo de genes relacionados con la Inmunidad,

de los cuales varios de ellos participan en las vias de presentacion de Antigenos

como el C7, Myolf, CD74 entre otros.

Tabla 7.- Genes que participan en procesos inmunes seleccionados como

candidatos a biomarcadores como resultados del tratamiento en ratas con CCl,.

Genes Relacionados con Inmunidad

Gen Nombre Funcidn Enrichment Valor de p
Score
c7 Componente 7 del Homeostasis del ién Sodio celular y de los 3.6 2.15E-04
complemento iones celulares, induccidn de apoptosis
CD74 Molécula Cd74, Presentacion y procesamiento de 6.06 6.91E-07
complejo mayor de antigenos
histocompatibilidad,
cadena invariante
clase ll
IGSF10  Superfamilia de las Actividad de transferasa, unién de ATP, 6.79 6.39E-08
Immunoglobulinas, proteinas de union, actividad de RFGEV,
miembro 10 respuesta al estrés y a estimulos externos
MYO1F Miosina IF Unidn a ATP, actividad motora respuesta 2.91 5.20E-04
de defensa para bacterias Gram positivas,
regulacién negativa de la adhesion celular,
degranulacion de neutrofilos
PDGFD Factor de Participa en las vias de adhesién focal, 2.91 5.20E-04
crecimiento derivado  Uniones estrechas, melanoma
de plaquetas,
polipeptido D
RT1-BA RTlclasell, locusBa Procesamiento y presentacion de 2.91 5.20E-04
antigeno, via de moléculas de adhesion
celular (CAM’s), diabetes mellitus tipo |
RT1- RT1 clase Il, locus Participa en las vias de procesamiento y 2.05 0.002298865
DB1 Dbl presentacion de antigenos, moléculas de

adhesidn celular (CAM’s ), Linaje celular
hematopoyético, diabetes mellitus tipo |

En negritas: Genes que codifican para proteinas identificadas en

extracelular.

el espacio
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En la tabla 8 se resumen los genes seleccionados involucrados con procesos de
proliferacion celular, morfogénesis, desarrollo de tejidos, vias de sefalizacion que
regulan el crecimiento de la célula y otros que estan involucrados de alguna

manera con estos procesos celulares.

Tabla 8.- Genes que participan en procesos de Proliferacion Celular seleccionados
como candidatos a biomarcadores como resultados del tratamiento en ratas con
CCly.

Genes Relacionados con Proliferacién Celular

Enrichmen  Valor de

Gen Nombre Funcion
t Score p

Cinasa A (PRKA) Regulacidon de la organizacion del

AKAPS , . citoesqueleto y biogénesis, blanco de 6.06 6.91E-07
proteina de anclaje 5 , o L
proteinas y sefiales de transduccién
ALDH1A3 Aldehido Se ha propuesto que participa en las vias 6.79 6.39E-08
deshidrogenasa de Glicolisis/ gluconeogénsis, metabolismo
familia 1, subfamilia de Histidina, de Xenobioticos por el
A3 citocromo P450 de fenilalanina y de

tirosina; Morfogénesis del ojo embrionico

Ciclina-dependiente
CDKN2C de cinasa inhibidor 2C Participa en ciclo celular 3.79 9.32E-05
(p18, inhibidor CDK4)

CLEC7A Lectina dominio tipo- Unidn a azucares, a opsoninas, a 3.6 2.15E-04
C familia 7, miembro polisacaridos, Vias de sefializacion de
A receptores que reconocen patrones de
superficie celular
FHL2 four and a half LIM Regulacidn de la transcripcion del 6.79 6.39E-08
domains 2 promotor del RNA de la Polimerasal ll,
Unidn a idon Zinc
FIGF C-fos Factor de Participa en via de adhesion focal, de 6.06 6.91E-07
crecimiento sefializacién de mTOR, cancer pancreatico
inducible y carcinoma celular renal

En negritas: Genes que codifican para proteinas identificadas en el espacio

extracelular.
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Tabla 8.- Continuacion de la pagina anterior.

Genes Relacionados con Proliferacién Celular

Gen Nombre Funcion Enrichment  Valor de
Score p
Factor de crecimiento
IGFBP7 parecido a insulina Unidn al factor de crecimiento de insulina 3.6 2.15E-04
proteina de unién 7
i deuion- s kot st
LGALS1 galactosidasa, soluble, . - P " 3.79 9.32E-05
1 actividad de sefiales de transduccion,
unién a azucares
Participa en la vias de sefializacién de
PTK2B Proteina tirosina cina- Calcio, de G.nRh, mngracnlon 6.06 6.91E-07
sa 2 beta transendotelial de leucocitos,
citotoxicidad mediadas por Células NK
Encoding secreted
SFRP1 frizzled-related protein Via de sefializacién de Wnt 6.79 6.39E-08
1.
Factor de transcrincion Morfogénesis del tracto digestivo
TCF21 21 P embrionico y de drganos, desarrollo de 6.79 6.39E-08
glandulas, regulacién de la transcripcion
En negritas: Genes que codifican para proteinas identificadas en el espacio

extracelular.

En la tabla 9 se encuentran los genes relacionados con el metabolismo de acidos

grasos, que se relaciona directamente con la peroxidacion de los lipidos y por lo

gue su metabolismo se encuentra alterado. Algunos de estos genes tienen que ver

con el transporte de lipidos, con la via de los peroxisomas (PPAR’S), y

catabolismo y anabolismo de acidos grasos.
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Tabla 9.- Genes que participan en procesos del metabolismo de Acidos Grasos

seleccionados como candidatos a biomarcadores como resultados del tratamiento

en ratas con CCl,.

Genes Relacionados con Acidos Grasos

Gen Nombre Funcion Enrichment Valor de p
Score
FABP4 Proteina de unidn a Participa en las vias de sefializacién 3.79 9.32E-05
acidos grasos 4 de PPAR
LPL Lipoproteina lipasa Participa en la via de la 2.91 5.20E-04
enfermedad de Alzheimer y PPAR,
metabolismo de glicerolipidos
PLA2G2A Fosfolipasa A2, grupo Se ha propuesto que participa en 3.79 9.32E-05
1A las vias de acido araquiddnico,
GnRh, Fc epsilon RI, MAPK y VEGF,
metabolismo de éter lipidos,
glicerofosfolipidos, acido linoleico,
depresidn a largo término
PLA2G7 Fosfolipasa A2, grupo Actividad de Hidrolasa 2.18 0.00639562
VIl (Factor activador de
plaquetas
acetilhidrolasa,
plasma)
Participa en la vias de sefializacion 2.18 0.00639562
de Ca, GnRh, de fosfatidil Inositol y
PLCB2 Fosfolipasa C beta 2 de de Wnt, Uniones estrechas,
metabolismo de Inositol fosfato,
depresidn a largo término,
potenciacidn a largo término,
melanogénesis, transduccion del
gusto
PLD3 Fosfolipasa familia D, Actividad de Hidrolasa, actividad D 2.18 0.00639562

miembro 3

fosfolipasa

En negritas: Genes que codifican para proteinas identificadas

extracelular.

en el espacio
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Encontramos también 3 genes que nos parecieron importantes pero que no se
relacionaban con ninguna de las clasificaciones anteriores, por lo que se decidio
agruparlos como otros genes, incluye al gen Abcg2, el cual participa en la via de
transportadores ABC, el gen de Mioferlina para la respuesta a estimulos abiéticos
y el gen de NCAM1, molécula que participa en adhesion celular (CAM’s), como se

puede observar en la tabla 10.

Tabla 10.- Genes relacionados con otros procesos seleccionados como

candidatos a biomarcadores como resultados del tratamiento en ratas con CCl,.

Genes Relacionados con Varios procesos

Gen Nombre Funcién Enrichment
Valor de p
Score
Cassette de unién a ATP, sub- Participa en la via general de
ABCG2 2.01 0.009340473
familia G (WHITE), miembro 2 transportadores ABC
MYOF Mioferlina Respuesta a estres, al calory a 2.14 0.006398764
estimulos abidticos
Molécula de adhesion neural Participa en la via de moléculas
NCAM1 3.6 2.15E-04
celular 1 de adhesion celular (CAM’s)

En negritas: Genes que codifican para proteinas identificadas en el espacio

extracelular.

Finalmente, A partir de estos 50 genes, tratando de seleccionar los genes
candidatos que se pudiesen integrar a un panel detectable en fluidos bioldgicos,
decidimos elegir aquellos que cumplieran con los siguientes requisitos: que fueran
genes extracelulares (indicados en negritas en las tablas) o que de alguna manera
puedan encontrase en el espacio extracelular, que su valor de cambio fuera mayor
que el del control, que estuviera relacionado con el proceso de fibrosis y que su
valor de p fuera significativa. De esta forma se eligieron 20 genes para ser

validados como marcadores para fibrosis hepatica.

48



Algunos de estos genes analizados por fase mostraron que su expresion conserva
la tendencia del modelo experimental. Los genes seleccionados estan enlistados
en la tabla 11 en donde se describe el nombre del gen y el valor de cambio en

cada una de las 5 fases experimentales.

El analisis de intensidades de expresibn mostro algunos genes que se sobre
expresan de manera preferencial en alguna de las etapas de la fibrosis. Asi, genes
que codifican para Fabp4, Pla2ga y Lpl se encuentran sobreexpresados en la fase
| (Fig. 10).

Fig.10.- Intensidad de genes de FASE | seleccionados como posibles integrantes

del panel de biomarcadores de fibrosis hepatica del modelo inducido por CCl,.

De igual manera encontramos genes altamente expresados en la FASE Il y FASE
[l que podrian ser buenos biomarcadores para estas fases. Lpl, C7 y Cyp26al
muestran expresiones de 3, 5 y 6 veces aumentadas respecto al control en la
segunda fase, y Pla2g7, Mfap4, Cyp26al y C7 para la tercera fase con valores de
cambio de 4.75, 4.76, 6 y 6.7 respectivamente como se muestra en las figuras 11
y 12.
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Fig. 11.- Genes seleccionados en la FASE Il como posibles integrantes del panel

de Biomarcadores de fibrosis hepatica del modelo inducido por CCl,.

Fig. 12.- Genes seleccionados para validacion en la FASE Il como posibles
integrantes del panel de biomarcadores de fibrosis Hepatica del modelo inducido
por CCly.
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Al final podemos resumir estos genes en la tabla 11 donde se muestran los
posibles candidatos por fase experimental, de acuerdo a los valores de cambio y
donde este valor no se empalme con el control. Podemos observar que muchos de
ellos siguen un comportamiento similar al esperado por el modelo experimental,
como C7, Cyp26al, Mfap4 (fig. 13), que sobresalen como los mayormente
sobreexpresados y otros que siguen el mismo comportamiento pero de una
manera mas discreta como Lpl. Estos datos son importantes para poder
establecer un perfil con una o varias moléculas que puedan ayudarnos a detectar

estados tempranos de Fibrosis Hepatica.

Tabla 11.- Genes seleccionados como posibles integrantes del panel de
biomarcadores de fibrosis hepatica del modelo inducido por CCl; por fase

experimental.

Gen FASE | Gen FASE I Gen FASEIII Gen FASEIV Gen Fase V

PIid3 1.32 Adamts2 1.21 Adamts2 1.83 Aldhla3 1.52 Adamts2 1.19

Fbnl 1.35 lgfbp7 1.41 Aldhla3 1.92 Pla2g7 2.1 Mgp 1.75
lgfbp7 1.35 Myof 1.53 Myof 1.98 Mgp 2.14 Cc7 2.06
Aldh1a3 1.4 Fbnl 1.55 Pdgfd 2.03 Lpl 244  Cyp26al 2.13
Myof 1.44  Aldhla3  1.65 Igfbp7 2.04 c7 3.11 Mfap4 2.36

Adamts2 1.71 Igsf10 1.66 FbIn5 2.09 Cyp26al 3.78
Igsf10 1.74 Fbin5 1.73 Igsf10 2.73

Tgfb3 2.04 PId3 1.75 Mgp 3.62
Postn 2.2 Tgfb3 1.78 Lpl 4.47
Mgp 2.4 Abcg2 2.01 Pla2g7 4.75

Pla2g7 2.83 Pla2g7 2.22 Mfap4 4.76
Pla2g2a 3.17 Mfap4 2.46 Cyp26al 6.01

Lpl 3.24  Pla2g2a 2.92 c7 6.73
c7 3.84 Mgp 2.93
Fabp4 4.74 Lpl 3.28
c7 5.04

Cyp26al 6.13
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Fig. 13.- Comportamiento de la expresion del gen de la proteina Mfap4 a través de

las 5 fases experimentales inducidas con CCl,.

Mfap4 fue el Unico gen que se utilizé para validar su expresion a través de PCR
tiempo real (QPCR) y se demostré que se encuentra sobreexpresado en las fases
experimentales con respecto al grupo control, como se muestra en la figura 14,
donde se puede observar que en la Fase | se expresa 7 veces mas que su control
respectivo, en la Fase Il se presenta una disminucion en 1.5 veces, pero en la
Fase Il su expresion aumenta 32 veces mas y durante la Fase IV y V observamos

un cambio de 5y 3 veces respectivamente mas que el control.
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Fig. 14.- gPCR de de la expresion del gen de la proteina Mfap4 a través de las 5

fases experimentales inducidas con CCl,.

Estos resultados corroboran el perfil de expresion de Mfap4 en los microarreglos

ya que el comportamiento es similar.
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DISCUSION

La fibrosis es una respuesta comun del higado cuando se presenta una lesion
cronica producida por una variedad de agresiones, que incluyen: enfermedades
metabolicas, infecciones virales, abuso del la ingesta de alcohol, drogas, y ataque
autoinmune a los hepatocitos, conductos biliares, o anormalidades congénitas
(Bedossa & Paradis, 2003). Las alteraciones como la fibrosis que se desarrollan
en respuesta al dafo hepatico, incluyen variaciones en el contenido total de
componentes de la MEC (colagena y otros), los cuales se incrementan de 3 a 5
veces, acompafados por la transformacion en el tipo de matriz en el espacio
subendotelial, de una estructura normal de tipo membrana basal de baja densidad
a una de tipo intersticial con alto contenido de colagena fibrilar. Este cambio
favorece la pérdida de la naturaleza fenestrada del endotelio sinusoidal
(capilarizacion) y de las microvellosidades de los hepatocitos, lo cual contribuye al
deterioro de la funcion del 6rgano (Friedman, 2000). La induccién de cirrosis por
medio de drogas hepatotdxicas, como CCl,; TAA y dimetil-nitrosamina (DMN) y la
ligacion de los conductos biliares son los modelos experimentales mas conocidos
(Tsukamoto y cols., 1990). Con el modelo de CCl, se produce una acumulacion
anormal de matriz extracelular (MEC) y se observa la disminucion de la expresion
de colagenasa, y el desbalance de la expresion de los inhibidores de

metaloproteinasa que sugieren la reduccion de degradacion de MEC.

Aunque existe una necesidad importante de biomarcadores no invasivos hepato-
especificos para el diagnéstico de la fibrosis, actualmente no prevalece ningun
parametro o combinacion de ellos disponibles que cumplan todos los criterios de
diagnéstico requeridos para uso extenso, rentable, y confiable para su diagndstico.
Los marcadores bioquimicos en suero, plasma u orina no estan validados para
substituir a la biopsia hepatica, la cual se considera el estandar de oro (Gressner y
cols., 2007). Por lo que el objetivo de este trabajo fue de identificar una serie de
moléculas que pudieran formar parte de un perfil de diagnostico para fibrosis
hepatica en fases tempranas, a través de un modelo experimental en ratas
utilizando CCl, como agente inductor. Al realizar las determinaciones de cantidad

de colagena encontramos que esta mantenia la tendencia esperada para el
54



modelo, las tres primeras fases con aumentos graduales y las 2 ultimas en las
cuales se muestra una recuperacion acompafada de una disminucion del depdsito
de colagena, como lo muestra la Fig. 10. Las cantidades expresadas en mg de
colagena por mg de tejido varian entre las primeras fases desde 19 hasta 51 mg,
siendo esta Ultima la de mayor importancia ya que es donde se observan las
distorsiones mas severas en la arquitectura sinusoidal como consecuencia de la
intoxicacion por el CCl, (Montfort 1y cols., 1990, Scand, 1996).

Los resultados anteriores nos muestran el estado histopatoldégico en que se
encuentra el higado en las diferentes etapas analizadas, y de este modo nos
permite correlacionar los resultados con el analisis que se realizé con la tecnologia

de microarreglos.

Al proceder a la interpretacion de los resultados de los microarreglos fue
importante encontrar la estadistica mas adecuada para el manejo de toda la
informacion obtenida, por lo tanto elegimos el programa SAM (Significance
Analysis of Microarrays), que es uno de las herramientas estadisticas mas
empleadas, reportadas y aceptadas para el analisis de microarreglos; con la ayuda
de SAM pudimos distinguir solo aquellos genes que eran realmente significativos
(Tusher, Tibshirani and Chu en el 2001), ya que este método nos permite realizar
una serie de permutaciones con los datos y aplicar un valor de corte de 1.5 veces
el cambio de la expresion de los genes respecto a los controles en cada una de
las 5 fases experimentales. En base a este analisis obtuvimos 56 genes para la
primera fase con un LFDR arriba del 10%, los cuales consideramos por su
significancia para el proyecto ya que pertenecian a procesos de metabolismo y

degradacion de MEC.

En la segunda fase encontramos 62 genes todos por debajo de un LFDR menor al
10% y con un valor de cambio por encima del establecido, estos genes se
relacionan en mayor proporcion con procesos inmunoldgicos, ya que varios de
ellos pertenecen al grupo de la superfamilia de las Ig; el principal nUmero de genes

alterados se encuentra en la tercera fase con un total de 93 genes
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sobrexpresados, este grupo se encuentra relacionado con procesos de
metabolismo de lipidos, de MEC, inmunidad entre otros, la cuarta y quinta fase
estan representadas por 14 genes cada uno, solo que en la quinta fase, 4 de ellos
se encuentran reprimidos donde 1 gen, corresponden a la Isovaleril
deshidrogenasa de CoOA y a un gen para polimerasa, los otros dos no estan

identificados hasta la fecha.

Los genes de la cuarta fase son muy heterogéneos y sus LFDR son mayores al 10
% pero entre ellos, aparecen genes que son importantes para el proyecto, la
quinta fase tiene genes involucrados con MEC, cabe destacar que el patron de
expresion sigue respetando la tendencia general de nuestro modelo, un aumento
en las primeras fases con un pico en la tercera fase y un decremento las dos fases

restantes.

Para decidir cual seria la mejor opcién para analizar los datos, se hicieron una
serie de pruebas estadisticas que incluyeron regresiones lineales simples o con
los datos de la colagena, pruebas de T, andlisis individuales o por grupos y
encontramos que la mejor manera para analizarlos fue tomar las 5 fases, sumando
todos los genes y manejarlos en la base de datos DAVID (The Database for
Annotation, Visualization and Integrated Discovery) para identificar los procesos
en que estan participando los 239 genes, asi que a través de una seleccion del
valor de p y el Fold Enrichment de cada uno de los grupos (clusters) de genes,
encontramos que 50 de ellos estdn en 37 clusters significativos, los cuales
dividimos en 5 procesos a saber: los genes relacionados con matriz extracelular,
metabolismo de lipidos, procesos inmunoldgicos, procesos de proliferacion celular

y otros.

El primer grupo, comprende el mayor numero de genes y esta muy fuertemente
relacionado con moléculas de matriz extracelular, lo que robustece nuestro
trabajo, ya que como sabemos en el proceso de fibrogénesis la alteracion de la
arquitectura hepatica se debe al aumento (3 a 5 veces) del depdsito de moléculas

de MEC, colagena, biglicanos, lamininas, fribilina y elastina (Friedman, 2000). El
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reflejo de los cambio de las proteinas de matriz nos dicen que nuestro modelo esta
afectando el metabolismo de la matriz extracelular hepatica, dando como resultado

la presencia de bandas fibréticas que son muy comunes en esta patologia.

El segundo grupo esta conformado por aquellos genes que estan relacionados con
procesos de proliferacion celular tales como Aldhla3, Figf, Cdkn2c, Akap5, lgfbp7,
que participan en vias de sefalizacion en el ciclo celular, factores de crecimiento,
angiogénesis, y biogénesis, entre otros. Estos procesos son importantes ya que
como sabemos el higado es un drgano con una alto nivel de transcripcién génicay
con alta capacidad regenerativa (Hubbard, 1994) la cual se presenta en
enfermedades de este tipo como respuesta del érgano para contrarestar el dafo.
En contraparte también existen eventos apoptéticos o de muerte celular que son
mediados por los genes mencionados anteriormente. EsStos eventos son
importantes ya que las ROS o restos celulares son un disparador de la respuesta
inmune, que se Vvio reflejada con la infiltracion inflamatoria y por la transicion de las
HSC a miofibroblastos mediados por citocinas y mitdogenos, Igfl y Igfbp (Gressner,
1998). Estos procesos inmunes conforman nuestro tercer grupo de genes como
C7, 1gsf10, Cd74, PDGFD, Myo1f.

El cuarto grupo son genes que participan en procesos del metabolismo de Lipidos,
en este sentido al estudiar la patogenia de la fibrosis se ha puesto especial
atencion en la frecuente asociacion con el incremento de la peroxidacion de lipidos
y/o la alteracion del sistema anti-oxidativo. La peroxidacion de los lipidos ocurre
principalmente en la membrana plasmatica alterando sus propiedades fisicas y
como consecuencia sus funciones bioldgicas (Poli & Parola, 1997).Algunos de
estos genes son Fabp4, Lpl y fosfolipasas. En la fisiologia de la fibrosis, aun
existen lagunas sobre las vias de sefializacion que pueden estar disparando

algunos de los eventos que convergen en fibrosis.

Por dltimo tenemos un quinto grupo formado por 3 genes: Miof, que es un gen del
cual no existe mucha informacion pero se sabe que participa en procesos de

respuesta a estrés y a estimulos abidticos, Abcg2 que se encuentra en las vias
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generales de transportadores ABC, especificamente transporte de drogas y
NCAM1 que es una molécula de adhesion celular (CAM’s) que participa en la

regulacion positiva de las vias de sefializacion mediadas por Ca.

Un punto importante en nuestro proyecto era encontrar o seleccionar aquellos
genes que cumplieran las caracteristicas de un biomarcador, que se pueda
encontrar en el espacio extracelular, que estuvieran relacionados directamente (de
preferencia) o no con la MEC, y que no participaran en otras patologias que
cursan con fibrosis; asi de esta manera redujimos estos 50 genes a solo 20 que
cumplian con las caracteristicas antes mencionadas para ser un buen
biomarcador.

Del primer grupo (MEC) seleccionamos 7 genes de los cuales sobresale CYP26A1
con intensidad de cambio 6 veces mayor al control; este gen es importante ya que
pertenece a la familia del citocromo p450 encargado de metabolizar acido retinoico
a metabolitos polares (White y cols.1997). Ya que las células estelares contienen
en su citoplasma &cido retinoico o vitamina A (Friedman, 2000), el cual pierden
durante su activacion a miofibroblastos, es probable que Cyp26al es un gen can-

didato para ser un buen biomarcador para las primeras fases.

Dentro de este grupo también se encuentran varias proteinas de matriz como fibri-
lina 1, fibulina 5, periostina, proteina de matriz Gla y Adamts2 que por si solas tal
vez no reflejan un cambio tan alto como el de Cyp26al pero que en conjunto pue-
den usarse como marcadores en las primeras fases. Estos genes son importantes
ya que estan involucrados en la biogénesis de la matriz extracelular, organizacion
de la colagena fibrilar y la organizacion de la MEC; ademas se ha observado que
Fbn1l tiene una relacidn positiva con la expresion de Tgfb-1, que a su vez estimula
la produccion de varias proteinas de matriz extracelular como la colagena de tipo
1, participante esencial encontrada en los procesos fibroticos (Nie y cols.2008;
Hold y cols.2009). Postn se encuentra incrementada en varios tipos de cancer co-
mo el de pancreas y se ha observado que las células estelares pueden ser una
fuente de periostina (Riener y cols., 2010). Por su parte fibulina 5 es una glicopro-

teina encargada de la formacion y reparacion de fibras elasticas, por medio de la
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interaccion con fibrilina, tropoelastina y LOX-like (Schneider y cols., 2010). Por otra
parte Mgp, proteina de matriz gla es un fuerte inhibidor de calcificacién vascular,
pero aun no se comprende totalmente su mecanismo (Schurgers y cols., 2007). La
Adamts2 también juega un papel muy importante con actividad de metaloendopep-
tidasa sobre la procolagena de tipo I, Il y lll lo cual se ve reflejado en la
remodelacion del tejido hepatico (Colige y cols., 2004), para cerrar este grupo de
los genes de matriz extracelular consideramos importante al TGF-f3 ya que
estimula la produccién de proteinas de matriz extracelular como colagena de tipo I,
fibronectina, laminina y proteoglicanos, ademas de que tiene un efecto sinérgico
con otros factores de crecimiento tales como el CTGF (factor de crecimiento de
tejido conectivo), y es afin a los receptores que facilitan la fibrosis (Doina y cols.,
2009). Por otra parte se han reportado algunas moléculas de MEC como
marcadores de clase I, dentro de las cuales podemos mencionar: fragmentos de
colagena y procolagena, asi como glicoproteinas estructurales (tenacina y
undulina) pero estas no son hepatoespecificas y su sensibilidad y especificidad
oscila entre un 70 y 80 %( Gressner y cols, 2007), por lo que las moléculas que

proponemos pueden ser candidatos a biomarcadores.

Del grupo de genes relacionados con inmunidad seleccionamos 2 genes, la
IgSF10 y el C7. C7 presenta un patron de expresion conforme al modelo, con
cambios en la tercera fase de 6 veces mas expresion con respecto al control. Se
sabe que el C7 es una pieza importante para la formacion del complejo de ataque
a la membrana (MAC) que forma un poro en las membranas de algunos
patogenos. Su sintesis es llevada a cabo principalmente en el higado, por lo que
los cambios que observamos pueden deberse a los procesos inflamatorios que se
producen durante la fibrosis y porque puede estar afectado su proceso de sintesis
(Gonzales y cols., 2003). Tal vez el sistema inmunoldgico participe en cualquier
alteracion que pueda tener el higado, pero sabemos también que la cuenta de
plaguetas se ve afectada en pacientes cirroticos, debido a la disminucion de la
sintesis de trombopoietina por el higado (Gressner y cols, 2007). Esto no hace
pensar que la combinacion de C7 con otros marcadores nos puedan generar un

perfil molecular para el diagnostico de fibrosis.
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La regeneracion celular se encuentra indudablemente presente durante el dafio
hepatico y es un mecanismo adoptado por el higado para compensar el
desequilibrio al cual esta sujeto durante la fisiologia de la fibrosis y es en este
punto donde se encuentran los genes relacionados con la proliferacion, muerte y
transformacion celular, como Aldhla3, Igfbp7 y Pdgfd. Estos genes presentan
valores de cambio similares a 2 veces mas que el control. Aldhla3 pertenece a
una familia de deshidrogenasas encargadas de oxidar aldehidos enddgenos y
exdgenos generados durante el metabolismo de aminoacidos, lipidos, aminas
biogénicas, vitaminas y esteroides. Aldhla3 se encarga especificamente de
catalizar la reaccion de oxidacion del retinal a acido retinoico y esto es importante
ya que el acido retinoico es almacenado en las células estelares hepaticas en
reposo (Vasiliou y cols., 2000). Se sabe también que esta proteina participa en el
desarrollo del ojo embrionico y en la regulacién positiva de la apoptosis. Por su
parte Igfbp7 es altamente expresada en angiogénesis, apoptosis y senescencia
celular; su transcripcion esta regulada por la metilacion del DNA, el acido retinoico
y por Tgfbl e in vitro interactia con varias proteinas de matriz extracelular
estimulando su migracion y adhesion a las células endoteliales todos estos
procesos se relacionan directamente con fibrosis. Pdfgd es un factor de
crecimiento y el mas potente inductor de proliferacion de HSCs (Pen y cols.,
2008). Se han descrito ya algunos factores de crecimiento como posibles
marcadores para fibrosis, como el TGF-B1 y el factor de crecimiento de tejido
conectivo (CTGF) que se ve aumentado en el suero de pacientes que cursan con
fibrosis, pero no ha sido totalmente evaluado para su uso como biomarcador (

Gressner y cols, 2007).

En otro grupo tenemos a los genes relacionados con el metabolismo de lipidos,
Lpl y Fabp4, los cuales son muy importantes ya que participan directamente en el
transporte de lipidos. La acumulacion de grasa en los hepatocitos no se debe al
aumento de la sintesis de triglicéridos o a la disminucion del metabolismo de
acidos grasos, pero si a la inhibicidn especifica de la sintesis del componente
proteico de las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL). Las VLDL son

importantes para el transporte de triglicéridos y por lo tanto causara la
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acumulacion de estos lipidos en el hepatocito, lo cual se traduce en esteatosis,
que es muy comun en el higado tratado con CCl,; (Rodes y cols., 2001) y en
hepatitis no alcoholica (NASH). En relacion a las moléculas identificadas como
marcadores del grupo de lipidos, son comunmente usadas la apolipoproteinas en
los algoritmos de los marcadores de clase Il como el PGAA-Index (Tiempos de
protrombina, GGT, apolipoproteina A1 y macroglobulina-a;) Asi que puede ser que
nuestras moléculas elegidas puedan usar de igual manera en combinacion con

algun algortitmo para predecir el estado de la fibrosis (Gressner y cols, 2007).

El dltimo gen que seleccionamos, Mfap4, consideramos que puede ser el principal
candidato de esta tesis a ser utilizado como biomarcador de fibrosis por varias
razones. Esta proteina asociada a matriz extracelular que tiene sitios de union a la
colagena y a carbohidratos (Schlosser y cols, 2006), fue identificada
recientemente por el grupo del Dr. Mélleken a través de un estudio de proteGmica
de sueros de pacientes cirroticos e individuos sanos; en donde identifica a Mfap4
como un posible biomarcador para cirrosis hepatica, ya que se encuentra 46 veces
mas aumentado que en el suero de individuos normales (Mdlleken y cols, 2009).
Asi que al encontrar estos resultados se decidié validar este gen por gPCR, en
donde obtuvimos resultados muy similares en la expresion del gen de 7, 1.5, 32, 5
y 3 veces mas aumentado que el control. Podemos observar que la tercera fase
tiene la mayor expresion y esto se debe a que puede compararse con la etapa de
cirrosis, el dato en la segunda etapa corrobora el perfil de expresion de esta

proteina y apunta a que hay un ligero descenso en su expresion lo cual es real.

Estos resultados nos indican que los genes elegidos son excelentes candidatos

para biomarcadores para fibrosis hepatica.
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Conclusiones

De nuestros resultados podemos concluir que la determinacion de colagena a
través de la técnica de OH-prolina es un buen indicador para moniterear el
deposito de MEC en el modelo animal de fibrosis hepatica inducida por CCl,. El
uso de la tecnologia de microarreglos de expresion, por otra parte permitié en un
solo ensayo identificar 20 genes de la rata como posibles biomarcadores para
fibrosis hepatica, incluyendo el gen Mfap4 el cual se valido como marcador por
gPCR. El perfil de expresion de este gen mostro un pico de expresion mas alto en
la tercera fase (experimental) lo que concuerda con los resultados obtenidos por el
grupo del Dr. Mélleken quien lo propone como un futuro biomarcador para fibrosis
hepatica. Tomando en cuenta los estudios del Dr. Mdlleken se realizaron en
humanos, podemos concluir que los resultados obtenidos de los modelos animales

pueden correlacionarse con la fisiopatologia humana.

En base a los criterios de seleccidn propuestos en nuestro trabajo descartamos
aguellos genes previamente citados en la literatura y que no son hepato-
especificos y quedarnos con los genes que pudieran aportarnos mayor

informacion por si solos o0 en conjunto acerca del estadio de fibrosis.

En apoyo al probable uso de estos genes como biomarcadores de fibrosis
hepatica pudimos observar que los genes seleccionados tienen alta correlacion
con los eventos que suceden durante el proceso patologico, como los que
participan en el metabolismo del acido retinoico que involucra entre otros a
Aldhla3 y a Cyp26a. Los factores de crecimiento identificados en este trabajo
como TGF-B, PDGFD, se ha descrito que estimulan la liberacion de &cido
retinoico, el cual a su vez regula a Igfbp7 (también identificado en este trabajo)
que participa en el proceso de angiogénesis. TGF-B3 estimula la sintesis de MEC
y otros genes identificados, como Lpl, Fabp4 y fosfolipasas, asociados con la
inhibicion de la sintesis de VLDL, que entre otros factores inducen a la esteatosis.
En la fig. 16 se muestra una representacion grafica de la probable asociacion entre
los biomarcadores identificados y la fisiopatologia que se presenta en la fibrosis

hepatica.
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Fig. 16.- Genes seleccionados como biomarcadores para fibrosis hepatica que
participan en los eventos de fibrosis inducida por CCls (en verde moléculas

inductoras y en rojo moleculas inhibidoras).

Los datos presentados en este trabajo proporcionan informacion importante que
permitira un mejor entendimiento de los mecanismos e interrelaciones moleculares

que ocurren durante el proceso de fibrosis hepatica.

Este trabajo fue realizado con el financiamiento proporcionado por la DGAPA,
PAPIIT # IN 208107 e IN 205210/ SEP-CONACyT 84837
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Apéndice |
La Matriz Extracelular

La matriz extracelular (MEC) es un componente esencial del tejido conjuntivo de
los organismos multicelulares que proporciona integridad estructural y sostén,
ademas de actuar como un modulador dinamico del comportamiento celular
(Buchner y cols., 1990, Iredale &, Arthur, 1994). La MEC es una mezcla compleja
de proteinas estructurales y funcionales, glicoproteinas y proteoglicanos
arreglados en una unica ultraestructura tridimensional especifica del tejido
(Badylak, 2002). Representa una combinacion compleja de diversas familias de
proteinas que definen distintas funciones fisiologicas del tejido, cuya composicion
y estructura varia considerablemente entre los diferentes 6rganos. Esta red
molecular determina la organizacion especifica del tejido conjuntivo, facilitando a
las células un soporte y las sefiales que dirigen la polarizacion, la proliferacion, la
migracion, la diferenciacion y la supervivencia. Su funcion primaria, es dotar a los
tejidos de sus caracteristicas mecanicas y bioquimicas especificas. Las células
residentes de cada 6rgano son responsables de su sintesis y mantenimiento, pero

la matriz, a su vez tiene también un impacto en las funciones celulares.

Las interacciones ceélula-matriz, mediadas por los receptores especificos de la
célula y los sitios de enlace presentes en muchas moléculas de la MEC
desempeiian no solamente una funcion sobresaliente en la adhesion y migracion

celular, sino también regulan y promueven su diferenciacion y expresion genica.

La matriz pericelular proporciona un microambiente fisiolégico especial para las
células, protegiéndolas frente a influencias mecanicas perjudiciales e influyendo
también en la trasmision de las sefales inducidas en forma mecanica. Una
atribucion adicional de la MEC en la morfogénesis y el metabolismo celular, es el
almacenaje y la liberacion de factores de crecimiento que se encuentran
enlazados a componentes especificos que forman parte de ésta (Gelse y cols.,
2003).
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En la mayoria de los érganos los principales componentes proteicos de la MEC
son las Colagenas y los proteoglicanos, ademas de diversas familias de glicopro-

teinas no colagénicas, como las lamininas.
Las colagenas

Las colagenas son proteinas producidas y secretadas por una variedad de células
estromales, predominantemente fibroblastos, los cuales proporcionan gran parte
del esqueleto necesario para la organizacion de las células que constituyen el
tejido (Stamienkovic, 2003). Son proteinas ubicuas responsables de la integridad
estructural de vertebrados y muchos otros organismos. Se han identificado mas de
20 tipos de colagena genéticamente distintas en los tejidos que tienen que resistir
cortes, y fuerzas de compresion o extension, tales como los tendones, los huesos,

los cartilagos, y la piel.

Estas proteinas pueden ser agrupadas en dos clases moleculares principales: la
primera clase corresponde a las colagenas tipo I, Il, lll, V, y Xl, que consisten de
un solo dominio colagénico que tiene un arreglo fibrilar, con una periodicidad axial
caracteristica de 67 nm, formado por una triple hélice de 300 nm de longitud y 1.5
nm de diametro, el cual les proporciona la fuerza extensible (Stamenkovic &
Bosman, 2003), y la segunda clase, corresponde a un grupo heterogéneo llamado
en general colagenas no fibrilares, que contienen, ademas de dominios
colagenosos, uno o varios dominios no fibrilares. Esta segunda clase puede
subdividirse, en: a) Colagenas formadoras de mallas o redes, como las colagenas
tipo VIl y X y la colagena tipo IV que forma parte de la membrana basal; b) la
colagena tipo VII, formadora de filamentos de anclaje; c) la colagena tipo VI, que
forma filamentos en forma de gota; d) el grupo de las colagenas asociadas a
fibrillas con triple hélice interrumpida (FACITSs), que engloba a las colagenas tipo
IX, X, XIV, XVI, XIX, y XX, y e) las multiplexinas (con mudultiples dominios
colagenosos con multiples interrupciones), representadas por las Colagenas tipo
XIII, XV y XVIII, (Schuppan y cols, 2001).
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Las Lamininas

Las lamininas son una familia de glicoproteinas no colagénicas de alto peso
molecular (200 a 400 kDa), formadas por tres cadenas polipeptidicas (o,By1)
organizadas en forma de una cruz asimétrica unidas a través de puentes disulfuro.
Actian como mediadoras de adhesion entre diferentes células. La laminina tiene
una funcidon reguladora para una gran variedad de fenOmenos bioldgicos tales
como, crecimiento, morfogénesis y migracion celular. Ciertos tipos de células
normales y neoplasicas contienen receptores de alta afinidad para esta molécula,
la cual es uno de los principales constituyentes de la membrana basal junto con la

colagena tipo 1V, el nidogen-entactina, y el perlecano.

La membrana basal es una estructura laminar delgada situada inmediatamente
por debajo de los epitelios, los cuales por medio de esta se unen al tejido
conjuntivo subyacente. Las moléculas que forman la membrana basal se
ensamblan espontaneamente entre si mediante enlaces covalentes. La union de la
colagena tipo IV y la laminina es equimolecular y esta estabilizada por el nidogen-
entactina, la procolagena tipo VIl y polimeros de proteoglicanos de heparan
sulfato; dichas uniones se producen en zonas especificas de cada molécula, que
sirven como receptores para los otros componentes de la membrana basal. Estas
moléculas poseen ademas receptores para factores de crecimiento, hormonas,
etc., lo que posibilita que la membrana responda a los estimulos provenientes de

tejidos vecinos.

Algunos componentes de la MEC pueden transmitir sefiales a las células via
receptores, tales sensores de la matriz son principalmente las integrinas, ademas

de los proteoglicanos transmembranales.
Las Integrinas

Las integrinas que funcionan como receptores de la MEC proporcionan
continuidad entre el exterior y el interior de la célula. Estas interacciones controlan
actividades celulares tales como, adhesion, migracion, diferenciacion,

proliferacion, y apoptosis (Schuppan y cols, 2001). Reconocen secuencias
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peptidicas pequefias y la naturaleza de sus ligandos varia significativamente
segun la estructura de sus cadenas. Los miembros de la subfamilia reconocen
contra-receptores pertenecientes a la superfamilia de las inmunoglobulinas,
teniendo un papel importante en la circulacion de los linfocitos durante la
inflamacion. Las integrinas reconocen proteinas de MEC como fibronectina,

colagena y laminina.
Los Proteoglicanos

Los proteoglicanos se pueden agrupar en varias familias. Todos tienen un nucleo

proteico el cual es rico en glicosaminglicanos.

La primera familia est4 constituida por los lecticanos en los cuales el nucleo
proteico tiene un dominio globular N-terminal que interactia con el acido
hialurénico y un dominio del tipo de selectina en el C-terminal. Las cadenas
laterales consisten sobre todo de condroitin sulfato, aunque el queratan sulfato
también puede estar presente. Los miembros de este grupo son el agrecano,
versicano, neurocano, y brevicano. Hasta hace poco tiempo se asumio que su
funcidn era estructural, al proporcionar al tejido la rigidez necesaria para resistir
fuerzas compresivas. Ahora esta claro, que el versicano, uno de los miembros de
este grupo, estimula la proliferacion de fibroblastos y de condrocitos, a través de la
presencia en su molécula de secuencias semejantes al factor de crecimiento
epidérmico (EGF).

La segunda familia de proteoglicanos, esta caracterizada por un ndcleo proteico
que se compone de repeticiones ricas en leucina. Estas le proporcionan una
estructura parecida a una herradura, que favorece las interacciones de la proteina.
Sus cadenas laterales compuestas de glicosaminglicanos son sobre todo
condroitin-dermatan sulfato, o keratan sulfato. La decorina, el biglicano, la
fioromodulina, y el keratocano estan entre los miembros de esta familia. Estos
proteoglicanos hasta hace poco tiempo eran considerados organizadores de las
redes de colagena. Se ha demostrado recientemente, sin embargo, que la
decorina esta implicada en la transduccion de sefales a través del receptor de

EGF via las protein-cinasas activadoras de mitosis (MAPK), por lo que parece
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estar implicada en la regulacion y la diferenciacion de células epiteliales y
endoteliales. Ademas, el factor de crecimiento transformante (TGF) ) interactua
con los miembros de esta familia, en especial con la decorina aunque no se sabe

el significado de esta interaccion.

En la familia de los proteoglicanos del heparan sulfato, moléculas cuya estructura
estan asociadas directamente a la membrana celular, encontramos al perlecano
un representante de esta familia cuya presencia predomina en las membranas
basales. También pertenecen a este grupo los sindecanos y los glipicanos. Se ha
demostrado que estas moléculas tienen interacciones de alta afinidad con una
gran variedad de factores del crecimiento, formando estructuras ternarias con
dichos factores y sus receptores, modulando de esta forma la respuesta a la sefal
inducida por el factor de crecimiento en las células portadoras del receptor. A
través de este mecanismo, los proteoglicanos de este tipo ejercen efectos sobre la
adherencia, la migracion de la célula y sobre su proliferacion y diferenciacion. La
amplia expresion de los proteoglicanos del heparan sulfato y su participacion en
diversos procesos fisiologicos de la célula, sugiere que también estén
relacionados en una gran variedad de procesos patoldgicos, entre los que
encontramos la cicatrizacion y en el crecimiento de tumores (Stamenkovic &
Bosman, 2003).

Las Metaloproteasas de Matriz Extracelular

La remodelacion de la MEC es el resultado de procesos multiples concurrentes
que varian segun el estimulo inicial. Asi, los cambios estructurales y funcionales
que ocurren internamente en la MEC de un 6rgano dado durante una respuesta
inflamatoria aguda, se diferencian de los que acompafan el desarrollo de un
miembro, o la invasion tumoral. Sin embargo, diferentes caracteristicas mecanicas

de la remodelacion del tejido son comunes a la mayoria de las etiologias.

El remodelar requiere como minimo de tres acontecimientos: sintesis y depadsito

de los componentes de la MEC por un lado, y su degradacion por el otro.
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En el proceso de degradacion de la MEC participan numerosas proteasas, entre

ellas, la familia del metaloproteasas de la matriz (MMP).

Las MMPs forman una subfamilia de la superfamilia de las metzincinas, proteasas,
que constituyen una de varias familias de las metaloendopeptidasas. Las metzin-
cinas comparten una topologia estructural conservada, una secuencia motivo
dentro del dominio catalitico que contiene tres histidinas que proporcionan un sitio
de enlace al zinc, y una secuencia conservada “Met-turn” que reside debajo del

sitio activo del i6n zinc.

Con base en su semejanza estructural, las metzincinas se subdividen en cuatro
subfamilias: las serralisinas, las adamalisinas, las astacinas, y las matrixinas
(MMPs).

Se sabe que las mas de 20 MMPs humanas y sus homologas de otras especies
podrian degradar practicamente todos los componentes proteicos de la MEC. De
acuerdo con su especificidad las MMPs se ha dividido en colagenasas, gelati-
nasas, estromelisinas, matrilisinas y metaloelastasas. Sin embargo, el alto grado
del superposicion entre especificidades de su substrato y la nocion de que pueden
romper un mayor numero de substancias que no son parte de la MEC, hace a esta

nomenclatura imprecisa en el mejor de los casos (Stamienkovic, 2003).

82



Apéndice I
La Estructura Microscopica del Higado

El higado desempefia un papel anico como centro metabdlico del cuerpo. Su peso
promedio en individuos adultos es de aproximadamente de 1 400 + 270 g, sin
diferencias significativas relacionadas con el género. Se compone de cinco tipos
distintos de células que ocupan cerca del 80% de su volumen. El 20% restante es
ocupado por los espacios extracelulares y los componentes de la matriz

extracelular.(Rojkind &, Greenwel, 1994).

El tejido hepatico se organiza a nivel microscopico, en lobulos que consisten en un
muro hecho de placas
constituidas por células
que se extienden desde la
zona porta en forma lineal
a la vena central, y los
espacios que atraviesan
los tabiques contienen los
sinusoides hepaticos
separados de los
hepatocitos por el espacio
perisinusoidal de Disse
(Fig. 1). Los sinusoides

hepaticos, con un diametro medio de 5 a 7 um, conducen la sangre mezclada de

las ramificaciones terminales de la arteria hepatica y de la vena porta a la
ramificacion terminal de la vena hepatica, e.g. vena central. Los sinusoides
representan la Unica forma de tubo capilar en el higado; su aspecto externo se
caracteriza por, a) el revestimiento endotelial continuo, pero fenestrado, b) la
presencia de células de Kupffer dentro del [limen, o como parte del sinusoide, c) la
carencia de una membrana basal, y d) la presencia del espacio perisinusoidal

(espacio de Disse).
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La Unica comunicacion entre los sinusoides y el espacio de Disse son las ventanas
o fenestras de las células endoteliales sinusoidales (SEC). La ausencia de
membrana basal facilita el intercambio rapido de componentes de la sangre con
los hepatocitos. Los sinusoides hepaticos conectan los espacios porta con las
ramas terminales de la vena hepatica (venas centrales). Las células endoteliales
de la arteria hepatica son alargadas y arregladas longitudinalmente, mientras que
las de las venas porta y central son poligonales y aplanadas, y poseen

microvellosidades.

El espacio perisinusoidal contiene células estelares hepaticas (HSCs),
abundandantes microvellosidades de hepatocitos, terminaciones nerviosas, y una

MEC compleja no densa a los electrones (Kmiec, 2001).

Los canaliculos biliares, compuestos de invaginaciones longitudinales de la
membrana plasmatica de dos hepatocitos adyacentes, contindan a la periferia del
I6bulo hasta que alcanzan los ensamblajes canalicular-ductular, conocidos
previamente como canales de Hering. Las paredes de estos canaliculos
terminales estan formadas por hepatocitos y por un nimero pequeiio de células
epiteliales planas que se asocian estrechamente con los hepatocitos circundantes
(Kmiec, 2001)

La MEC hepatica es un compartimiento muy pequefio dentro del 6rgano que
abarca menos del 3% del area relativa en una seccion normal del mismo. Ademas
de la capsula de Glisson, la MEC esta confinada, en el higado normal, a las zonas
porta, paredes sinusoidales y venas centrales. En cualquier sitio, ésta es parte de
la frontera entre el flujo sanguineo y el parénquima; una situacion tan estratégica,
explica lo inmediato de las mudultiples consecuencias deletéreas de cualquier
modificacion en la distribucion y composicion de la matriz ya sea cualitativa o

cuantitativa.

La Matriz Extracelular Hepatica
La MEC hepatica se compone de por o menos cinco tipos genéticos distintos de
colagena, siete clases de proteinas no colagénicas, y de un numero indeterminado

de proteoglicanos y glicosaminoglicanos (Figura 2). Entre las proteinas
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encontradas con mayor frecuencia en la MEC hepatica se cuentan las colagenas
de tipo |, 1ll, IV, y V, aunque también estan presentes otras isoformas incluyendo la
tipo XVIII, precursora de la endostatina, descrita recientemente.

Figura 2. Composicion de la matriz extracelular hepatica.

Cada isotipo de colagena difiere en su localizacion fisica y funcion dentro del
higado. Mientras que los tipos |, lll, y V, los componentes principales de la
colagena fibrilar, se confinan primordialmente en la zona porta y en la pared de la
vena central, la colagena tipo IV, en asociacion con la laminina y la nidogen-
entactina, participa en la formacion de un material de baja densidad, semejante a
una membrana basal a lo largo de la pared sinusoidal. En esta posicion,
generalmente esta ausente una membrana basal densa a los electrones aunque
se pueden detectar la mayoria de sus componentes individualmente. La baja
densidad de esta estructura, que semeja una membrana basal, es critica para
permitir la difusidén, entre la sangre y las células del higado y para mantener la

funcidn, diferenciada de células tales como hepatocitos y células sinusoidales.
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Otros componentes importantes de la MEC hepética son las glicoproteinas, como
laminina, fibronectina, tenascina, nidogen, y SPARC, los proteoglicanos entre los
que se incluye el heparan, dermatan, y condroitin sulfato, el acido hialurénico, el
biglicano y el perlecano, y la decorina (Rojkind &, Greenwel, 1994; Bedossa &
Paradis, 2003).

La funcién principal de la MEC sigue siendo la coherencia y la resistencia
mecanicas del higado, pero también tiene un objetivo en varias funciones
biolégicas importantes tales como proliferacion de la célula, migracion,

diferenciacion, y expresion genética.

Cada célula del higado tiene la capacidad de producir mas de un tipo de proteinas

de la MEC. Esta informacion se resume en la tabla 1.

Tabla 1. Componentes de la MEC sintetizados por las células normales del higado

Células del Higado Componentes de MEC

Colagena tipos 1y 1lI
Hepatocitos Fibronectina (plasmatica y celular)
Laminina

Colagenas tipos | (solamente miofibroblastos), IIl, y IV
Tenascina (miofibroblastos)

Fibronectina (miofibroblastos

Entactina

Laminina

Undulina

Células estelares

Colagena tipo IV
Entactina
Trombospondina

Células Endote-
liales

(Rojkind & Greenwel, 1994)

La matriz extracelular  altamente estructurada, tiene una distribucion y
organizacion en el higado unica, El diametro de las fibrillas depende de varios

factores, incluyendo el procesamiento de los extremos carboxilo o amino-
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terminales del propéptido y la asociacidon con otros componentes de la MEC,
incluyendo las Colagenas. A lo largo del acino hepatico, el fenotipo del hepatocito
(y quiza también el de los otros tipos de células que forman el 6rgano), es variable,
debido a la migracion y maduracion de células originales desde el area portal a la

vena terminal.

Por lo tanto, la cantidad y la naturaleza de los componentes de la matriz que se
produciran a lo largo de la trayectoria de la migracion de los hepatocitos seran
diferentes. Dentro del espacio de Disse se pueden visualizar por microscopia
electrénica, solamente pequefios ensanchamientos de una estructura semejante a
una membrana basal interrumpida. Estas caracteristicas son importantes al
considerar la fisiologia normal del higado y las anormalidades que ocurren durante

el desarrollo de la cirrosis hepatica.

La concentracion de los componentes de la matriz varia considerablemente con la
especie animal. Mientras que en la rata la colagena esta a razon de 1 mg/g de pe-
so humedo del higado, en el ser humano representa 5 mg/g del tejido. Como ya se
menciono, la mayoria de los componentes del tejido conjuntivo se localizan en los
espacios vasculares, tales como triadas portales, areas perive-nulares, y en la
capsula de Glisson. No obstante, una cantidad pequefa pero significativa esta
presente en el espacio sinusoidal y mas concretamente en el espacio de Disse,

como se menciona en la tabla 2.

Los espacios libres del higado (vasos y conductos biliares) ocupan un volumen
relativamente mas grande que el de la MEC y desempefian un papel importante
en la fisiologia del higado, puesto que representan los sistemas usados por las
células para obtener sus nutrientes y para descargar sus productos metabdlicos,
incluyendo los necesarios para la comunicacion con otras células o con otros teji-
dos. Cuando cualquiera de los espacios sefialados se estrecha o desaparecen,
como ocurre con el incremento del tamafio de los hepatocitos o la capilarizacion
del espacio de Disse, respectivamente, la llegada y la salida de sustancias se

modifican, lo mismo que su volumen de distribucion, asi como la presion portal.
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Tabla 2. Localizacién de proteinas no colagénicas en el tejido hepatico.

Proteinas no

- Localizacién
colagénicas

Esta presente en el estroma portal alrededor de las venas
centrales a lo largo de todo el sinusoide en contacto directo con
Fibronectina las microvellosidades de los hepatocitos. Ausente en
membranas basales. Se localiza en el espacio de Disse, donde
forma racimos de material amorfo.

Se codistribuye con la colagena tipo IV y esta presente en todas
las membranas basales. Se localiza en el recubrimiento
endotelial de las arterias hepaticas, de la vena porta, y vasos

Laminina e 2 by
linfaticos. Esta también presente alrededor de los conductos
biliares, en los axones del nervio, y en las células del musculo
liso de las paredes vasculares.
Presente en el area portal, dentro de la adventicia de las arterias
Undulina mas grandes, alrededor de la vena central, y en los espacios

perisinusoidales. Asociada con Colagenas tipo 1 y IlI.

Esta presente a lo largo de los sinusoides con un patréon
Tenascina discontinuo. En algunas venas centrales existe en poca
cantidad. No ha sido detectada en los tractos portales.

Localizada en el espacio de Disse y alrededor de los vasos mas

Trombospondina
grandes

(Rojkind&,Greenwel,1994)

Las Células del Higado

Entre las células del higado, los hepatocitos son los de mayor tamafio. Ocupan
cerca del 50 al 60% del volumen del 6rgano y comprenden dos tercios del total de
las células hepéaticas. Realizan funciones importantes, como ayudar a desintoxicar
la sangre y sintetizar las proteinas séricas del transporte (lipoproteina, albumina y
transferrina). Es la principal célula epitelial del érgano, su estructura es poliédrica,
con 8 o mas superficies, y su tamafio varia entre 25-30 um de largo, y con 20 a 25
pMm de ancho. Los cultivos primarios y secundarios de hepatocitos son utiles para

estudiar los mecanismos de regeneracion y de diferenciacion del higado.

88



Histéricamente, los hepatocitos en cultivo primario han exhibido una expectativa
de vida limitada. Ademas, cuando son estimulados para dividirse en cultivo,
generalmente pierden algunas funciones, como la capacidad sintetizar y secretar
albumina y transferrina. Debido a la estructura del higado, la membrana del
hepatocito presenta tres flancos diferentes, lo mismo ocurre con las funciones que
realiza a través de cada uno de ellos, lo que significa que la superficie del

hepatocito es asimétrica.

La membrana plasmatica basal, o frente sinusoidal, que se extiende con la
presencia de muchas microvellosidades cortas, se especializa en el intercambio
de metabolitos con la sangre, esto incluye: a) el transporte de moléculas pequefias
a través de la membrana (e.g., aminoacidos, glucosa, acidos biliares), b) la
secrecion de las proteinas del plasma via la fusion de vesiculas secretoras, y c) la
internalizacion de macromoléculas que circulan via vesiculas y poros revestidos
de clatrinas. La superficie lateral comparte la mayoria de las funciones del frente

sinusoidal y se especializa ademas en la comunicacion célula-célula.

Las funciones especializadas de la membrana apical o de los canaliculos biliares
incluyen: a) el transporte de los acidos biliares y de los productos de
desintoxicacion a través de la bicapa de la membrana a la bilis; b) el transporte y
liberacion de lipidos en el frente canalicular; y c) el suministro de la IgA secretora a
la bilis via la fusion de las vesiculas de transporte con la membrana apical. En
general estas células participan en casi todas las funciones atribuidas al higado

ademas de estar equipadas para la resistencia contra el estrés oxidativo.

Existen algunas diferencias en su ultraestructura relacionadas con la localizacion
de la célula en el I6bulo hepatico. Por ejemplo los hepatocitos que forman parte de
la zona periportal tienen mayor nimero de mitocondrias de mayor tamafo, en
comparacion con aquellos localizados en la zona perivenular, lo que indica que su

actividad metabdlica es predominante (Hubbard, 1994).

En el higado normal, las células del parénquima se dividen raramente, sin
embargo, después de una hepatectomia parcial, o en algunas formas de lesion

hepatica grave, los hepatocitos proliferan rapidamente para restaurar la masa del
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organo. La regeneracion hepatica estd regulada no solamente por factores
extracelulares, sino también por sustancias liberadas por las células vecinas no
parenquimatosas, que actuan sobre los hepatocitos en forma de interacciones

paracrinas. (Kmiec, 2001)

Las células hepaticas restantes, genéricamente son conocidas como células no
parenquimatosas o sinusoidales, en comparacion con los hepatocitos, representan
un porcentaje menor en el volumen celular total del higado y son mas pequenas.

Las HSCs se localizan en el espacio de Disse, adheridas a las células
endoteliales, siendo el principal tipo celular fibrégenico del higado comprenden el
15% de células residentes en el érgano. En el higado normal son el principal sitio
de almacenamiento de retinoides y constituyen un grupo celular no homogéneo,
anatomicamente similares, pero que difieren en la expresion del tipo de moléculas
del citoesqueleto, contenido de retinoides y en su produccion potencial de
moléculas de la MEC. Estas células tienen un origen embriolégico impreciso,
aungque datos recientes sugieren que se derivan de la cresta neural ya que
expresan proteina glial fibrilar acidica; este origen embrionario también se apoya
en estudios de células troncales de la cresta neural de ratas, las cuales se
diferencian a miofibroblastos que expresan a-actina de musculo liso, un marcador
de HSCs activadas. La orientacion perivascular de las HSCs y sus largas
prolongaciones citoplasmicas facilitan su interaccion con los diversos tipos de
células vecinas. Estas prolongaciones son adyacentes a los nervios hepaticos, con
las cuales pueden responder a estimulacion a-adrenérgica con un influjo de Ca**
citosolico y liberacion de osmolitos (Friedman, 2000). Knittel y cols. (1999a), me-
diante una técnica de aislamiento celular, por medio de la cual eliminan a las
HSCs ricas en vitamina A, consiguio cultivar fibroblastos de higado de rata normal
a los que llamo “miofibroblastos de higado de rata (MF)”. Estas células en contras-
te con las HSCs, carecen de la expresion de proteina glial fibrilar acidica, desmina
y de moléculas de adhesion de células vasculares (VCAM-1); sin embargo, ambos
tipos celulares muestran coincidencia en la mayoria de sus caracteristicas, con
algunas diferencias, entre las cuales podemos mencionar a) su localizacion, los

MF se ubican en las zonas periportales, en las paredes de las venas centrales, y
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muy ocasionalmente en el parénquima; las HSCs, por su parte, se encuentran solo
en este ultimo, (Knittel y cols., 1999b); b) durante el dafio hepatico agudo, el
namero de HSCs se incrementa predominantemente, mientras que el nimero de
MF literalmente no cambia. En contraste, cuando se trata de una lesion cronica,
las dos poblaciones celulares participan en la formacién de MEC de alta densidad
(cicatriz). Knittel y cols., demuestran que poblaciones de fibroblastos funcional-
mente diferentes, estan presentes en diferentes compartimentos del higado nor-
mal, responden diferencialmente al dafio agudo, y pueden ser detectadas en dis-
tintas areas de higado fibrético; sin embargo, ambas poblaciones son considera-
das como células fibrogénica (Knittel y cols., 1999b).

Las células endoteliales sinusoidales (SEC) son fenestradas, el nUmero y tamafio
de sus ventanas, varia desde 200 nm de diametro hasta 1um, segun su
localizacion en el sinusoide y la composicion de la MEC.

Las células de Kupffer y las células “pit” son residentes normales del espacio
sinusoidal: las células de Kupffer son miembros del sistema fagocitico-
mononuclear, y las células “pit” corresponden a las células asesinas naturales
(NK) (Kmiec, 2001, Rojkind & Greenwel, 1994).
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Apéndice llI
Modelos Experimentales

Generalmente los modelos animales suelen clasificarse segun el agente

etiologico, de la siguiente manera:

% Hepatotoxicos

+» Nutricionales o dietarios
“ Inmunoldgicos

¢ Alcohdlicos

+» Metabdlicos

% Transgénicos

Las especies animales frecuentemente usadas son ratas, ratones, perros,
puerquitos de guinea, monos Yy babuinos (Tabla.-3). Cada modelo tiene
caracteristicas Unicas dependiendo de la naturaleza de la patogénesis de la

fibrosis o cirrosis (Scand, 1996).
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Tabla 3.- Diferentes Modelos experimentales animales.

Clasificacion | Especie Método Inductivo |Ubicacion de la Lesion Fibrosis |Cirrosis
HEPATOTOXINAS
. . -
ccl, Inyeccmncchl;bcutanea ~6 semanas 12sem
Tetracloruro Rata sol. al 50%. 1-2 mi/Kg Centrolubulillar —
de Carbono d = >4 sem
€ peso. semanas
Inyeccion ~13
Rata intraperitoneal Central-portal >4 semanas
semanas
DMNS 3 veces por semana.
Dimetilnitrosa
mina
Oral una vez a la >3-4 >13
Perro Central-portal
semana semanas |semanas
TAA en agua (300mg/L)
TAA Central-portal, Portal- >3
Tioacetamida Rata Inyeccion Portal; Expansion de >2-3 meses | meses
Intraperitoneal tractos portales.
D- Inyec_uon Proliferacion de células >7-13 >3-4
. Ratas Intraperitoneal .
galactosamina de los conductos biliares semanas meses
500mg/kg de peso
Dieta Alta en grasa,
- i . >12-
Nutricional Rat?/ _baja en Centrolubulillar, >6 semanas 12-24
Raton colina, baja en sem
proteina.
INMUNOLOGICA
Inyeccidn .
. >
Sue’ro Rata Intraperitoneal Periportal, ¥ >10 sem
Heterdlogo central-portal semanas
de suero de puerco
Inyeccidn
Intraperitoneal
Albumina 4 mg de albumina . >5-11
. Rata Periportal
Heterdloga humana, semanas
3 veces durante 30
dias.
Inyeccion
Células Intraperltoneal Periportal >6
. Rata de células de >10 sem
Bacterianas granulomatoso semanas
Estreptococos (20mg/g
de peso)
Alcohdlica
. Dieta liquida que .
Alcoholica Rata Centrolobulillar >6 meses |>24 meses
contenga etanol.
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El CCls es una de las hepatotoxinas comunmente usadas para la induccion de
fibrosis y cirrosis en animales de laboratorio. Las caracteristicas histolégicas
principales producidas durante las fases tempranas de intoxicacion son, el dafio a
los hepatocitos y la inflamacion significativa Después de 6-9 semanas de
intoxicacion, la necrosis de los hepatocitos, la degeneracion e infiltracion
inflamatoria, la regeneracion del tejido, la proliferacion de las células del Ito y la
excrecion del tejido conectivo constituyen las caracteristicas histolégicas mas

notables. La infiltracion fibrética periportal y perivenular parece ser predominante.

La cirrosis micronodular es la consecuencia patologica principal de una
intoxicacion a largo plazo. Las lesiones en otros oOrganos causados por la
intoxicacion son minimas. Los metabolitos reactivos del CCl, como el radical
tricloruro de metilo (CCl3) y la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
generadas por el sistema de citocromo p450, causan la peroxidacion de lipidos, la
cual es considerada responsable del dafio hepatocelular y el aumento de la
produccion de tejido conectivo. Con el modelo de CCl, se produce una
acumulacion anormal de MEC y se observa la disminucién de la expresion de
colagenasa, y el desbalance en la expresion de los inhibidores de
metaloproteinasas que sugieren la reduccién de degradacion de MEC. Varias
sustancias que inducen la actividad enzimatica del citocromo p450 pueden
potenciar la hepatotoxicidad de los metabolitos de CCl, y acelerar la formacion de
la fibrosis/cirrosis, sin embargo la mortalidad de los animales tratados con la
combinacion se incrementa. Estos reactivos incluyen fenobarbitona, fosfolipasa D,
acetona y etanol. La fibrosis-cirrosis inducida por el CCl, se asemeja a la cirrosis
humana en algunos aspectos de morfologia y patofisiologia, como por ejemplo, en
ambos casos la regeneracion de hepatocitos ocurre después de la necrosis y la
infiltracion fibrética es irreversible en los estados mas avanzados de cirrosis (Khan
y cols., 2008; Hartley et al., 1999; Scand, 1996).

La fibrosis o cirrosis inducida por el CCl,; no es un modelo muy real para post-
hepatitis o cirrosis alcohdlicas, pero mantiene una relacién con el desarrollo de

hepatocarcinoma.
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La DMNS y la TAA son dos agentes carcinogénicos hepaticos muy comunes. La
DMNS es metabolizada por los microsomas a sus metabolitos, los cuales causan
un mal funcionamiento de los hepatocitos, al unirse en forma covalente a
moléculas esenciales de la célula (acidos nucleicos, proteinas). EI metabolismo de
la DMNS genera una metionina metilada activa que posiblemente causa
mutaciones en los acidos nucleicos y proteinas, lo que permite la necrosis
hepatocelular. A diferencia del CCl,; la DMNS no causa esteatosis en los
hepatocitos. Otra caracteristica importante del modelo es que la fibrosis o cirrosis
parece ser progresiva por varios meses después de descontinuada la intoxicacion.
El modelo ha sido usado para estudiar la expresién de varios componentes de
MEC in situ y para evaluar la confiabilidad de los marcadores en suero para

fibrosis (Ryhanen y cols., 1996).

La TAA es un reactivo hepatotdxico clasico usado para la induccién de cirrosis
hepatica y ha sido recientemente usada para inducir fibrosis en ratas. Durante el
desarrollo de fibrosis inducida por TAA en las ratas se observa disminucion en la
fenestracion del endotelio sinusoidal y la formacién de una membrana basal unida
a la estructura del espacio de Disse. Con este modelo fue definida, por hibridacion
in situ, la relacién entre la expresion de los proteoglicanos biglicanos y decorinas y
las citocinas fibrogénicas, como el factor de crecimiento transformante f1 (TGF-
B1l) (Webb y cols., 2008).

D-galactosamina(N-gal), es otra hepatotoxina que in vivo induce un dafio al higado
similar al producido por el virus de la hepatitis, por disminucion de trifosfato de
uridina (UTP) y otros nucledtidos de uridina y como consecuencia la disminucion
de la sintesis de RNA y proteinas de membrana. La sustancia es usualmente
usada para la induccion aguda de dafio al higado por requerir una repetida
administracion peritoneal a ratas. Después de 20-40 inyecciones (7-13 semanas)
hay expansion de los tractos portales, prominente proliferacion de los conductos
biliares y a intervalos largos, formacion gradual de septos fibrosos con el

desarrollo de cirrosis (Scand, 1996).
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La fibrosis hepéatica inducida por una dieta alta en grasa, baja en colina, baja en
proteina o baja en metionina o etionina produce fibrosis o cirrosis nutricional.
Estudios tempranos con este modelo mostraron una relacion central entre el
contenido de grasa en la dieta y la severidad de la cirrosis inducida por la
deficiencia de colina. En este modelo se confirmo que el valor en suero del péptido
[l de procolagena (PIIINP) predice en un cierto plazo el contenido de
hidroxiprolina y colagena en ratas fibréticas. Sin embargo, se han considerado
como desventajas de este modelo el que la respuesta en los animales cambia con
las distintas especies dependiendo de la susceptibilidad a la deficiencia colina, la
duracion prolongada del experimento, y la dificultad para el estudio de los estados

patolégicos (Ruwart y cols., 1993).

La fibrosis hepatica también puede ser inducida inmunolégicamente por varios
métodos. Los ratones infectados con Schistosoma mansoni desarrollan
granulomas en el higado, los cuales incrementan la sintesis de MEC como
resultado de la respuesta inflamatoria e inmunologicas a los huevos del parasito.
El modelo tiene caracteristicas patologicas similares a la equistosomiasis humana,
y la ventaja de que la sintesis y degradacion de MEC han sido usadas para probar
la eficacia de agentes antifibroticos, como la colchicina, interferon y, prazicuantel y

para determinar la expresion de las isoformas de TGF-B en el higado.

Por su parte, la fibrosis hepatica inducida mediante inyecciones de albumina
humana muestra algunas diferencias en la expresion en los tipos de procolagenay

TGF-B, con respecto a la fibrosis inducida por CCls.

Se ha demostrado por inmunohistoquimica, en el modelo de fibrosis inducido por
suero porcino en la rata, que no solo proliferan las células del Ito, sino también los
fibroblastos y tienen una funcion en el desarrollo de la fibrogénesis hepéatica. El
modelo inmunologico de fibrosis hepatica ha sido usado en el estudio de la
capilarizacion del sinusoide durante el proceso fibrotico (Wyler, 1991; Scand,
1996).

Otra manera de inducir fibrosis hepatica es a través del suministro de alcohol.
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El control de la ingesta de etanol por animales experimentales, especialmente en
roedores, ha presentado problemas para establecer el control de la ingesta. El
modelo francés de Tsukamoto (rata) provee aparentemente un control de la
ingesta completo, permitiendo el estudio del papel relativo del etanol y la nutricion
durante el curso de la exposicion alcohdlica, con una alta reproducibilidad
experimental. El resultado obtenido de este modelo apoya fuertemente la
contribucién de la hipoxia centrolubulillar como un mecanismo patogénico de la
necrosis hepatica por alcohol. En contraste con otros modelos, en el dafio inducido
con etanol, el aumento de peroxidacion de lipidos no es evidente en fases

tempranas pero si puede demostrarse cuando ha avanzado el dafio hepatico.

Esto sugiere que la peroxidacion de lipidos no es un prerrequisito para la necrosis
hepatica alcohdlica pero tal vez es un factor de inicio para la fiborogénesis en este
modelo. Sin embargo los ensayos inmunohistoquimicos no muestran la
proliferacion significativa de las células del Ito y no se encontro fibrosis en este
modelo después de 1-2 meses de administracion intragastrica de etanol (Arnon y
cols., 1995).

El ratén rino, un mutante con un gen autosOmico recesivo que produce un
tegumento anormal y fibrosis hepatica espontanea, ha sido usado para examinar

mecanismos inmunoldgicos de fibrosis hepatica (Scand, 1996).

Los modelos animales son necesarios para estudiar la patogénesis y el
tratamiento de estas enfermedades. El tiempo transcurrido desde la inflamacion
inicial producida por el dafio en el higado, a la formacion de fibrosis o cirrosis en
humanos, es mucho mas larga que en algunas especies animales. Sin embargo,
aungue los modelos animales no pueden precisamente recapitular la enfermedad
humana con precision, pueden servir para enriquecer la comprension del

mecanismo patogénico de la fibrosis hepatica.

En este contexto, la evaluacion precisa de la magnitud de la fibrosis hepatica
adquiere gran relevancia, para el manejo de pacientes con enfermedades
hepaticas cronicas. La cuantificacion del grado de fibrosis en el higado permite

etapificar el proceso patolégico, desde sus fases iniciales hasta el establecimiento
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de la cirrosis. Ello posee implicaciones para el pronostico de los pacientes con
enfermedades hepaticas, particularmente en escenarios clinicos como la infeccion
por el virus de la hepatitis C, la esteato-hepatitis no alcohdlica o el trasplante
hepatico. Ademas en la actualidad, el detener la progresién y, eventualmente
revertir la fibrogénesis se esta constituyendo en un blanco terapéutico de interés
cuya medicion precisa es deseable. El estudio histologico continia siendo el
patron de comparacion (“estandar de oro”) para la evaluacion de la fibrosis
hepatica. Sin embargo, diversos estudios han demostrado que la biopsia hepatica

adolece de limitaciones significativas para este proceso (Arrese, 1996).
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