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RESUMEN

La cirrosis es un proceso dinamico que esta regulado a distintos niveles,
que en genera! promueven el depoésito de matriz extracelular en el higado.
Normalmente, las citocinas y factores de crecimiento presentes en el
microambiente hepatico, regulan la homeostasis celular y el recambio de matriz
extracelular. No obstante, ante un dafio hepatico los intentos por reestablecer la
homeostasis pueden alterar el equilibrio entre citocinas, contribuyendo a una serie
de modificaciones hepaticas que culminan en la condicién denominada cirrosis.

En el presente trabajo se estudié |a presencia de citocinas en un modelo de
cirrosis inducida por CCly, y su reversion inducida por el nucledsido adenosina, Se
utilizé este modelo de reversion con el objeto de caracterizar mas ampliamente los
efectos benéficos que se han observado al administrar el nucledsido en higados
cirrdticos.  Se estudiaron las citocinas HGF, TGFB, y TGFa, debido a sus efectos
previamente descritos en fibrogénesis y regeneracion. El analisis de su expresian
proteica se llevd a cabo por el método de Western blot.

Después de confirmar los datos preestablecidos para este modelo, se estudiaron
los patrones de expresion de citocinas en el higado, encontrando que en ia cirrosis
instalada existe un estado altamente fibrogénico representado por el incremento
de TGFp, y su receptor hepatico. Posteriormente, al descontinuar et hepatotéxico
se observé una coordinacion reciproca en la expresidn del HGF y TGFB; en el
higado, que junto con sus receptores favorecian la prevalencia de un estado
fibrogénico poco reversible. Estas condiciones pro-fibrogénicas correlacionaron
con un patron colagenolitico insuficiente sugerido por la expresién de MMPs y
TIMPs. Por otro lado, al inducir reversién con adenosina se produjo la elevacion
de HGF en el higado cirrético junto con la disminucion de TGFB1 y su receptor,

estando mutuamente reguladas pero ahora mostrando una tendencia general



hacia la disminucién de Ia fibrosis y regeneracion dei tejido, que junto con la
disminuciéon de expresion de TIMPs, se asocio a [a recuperacién de la actividad
colagenolitica ya previamente reportada al administrar adenosina.

En este estudio también se observaron cambios regulados en la expresion de de
HGF y TGFB, en suerg, que se relacionaron a log patrones mostrados en el
higado, lo cual sugiere una posible regulacién y participacién de las citocinas
sistémicas y sus fuentes de origen. TGFa Gnicamente se detecté a nivel
plasmatico, y de acuerdo al comportamiento observado se sugiere su posible
participacion; sin embargo, para confirmar esto se requiere de un mayor estudio y
una mejor caracterizacion.




i INTRODUCCION

“wcomo castigo, un dguila de Zeus se alimentaria elernamente de su
higado; deverindolo en el dia, y permitiéndole regenerar durante la noche”, (1)

L a capacidad de regeneracion y remodelacion del higado ante un estimulo,
€s una caracteristica que ha sido reconocida desde hace mucho tiempo, basta
citar el mito griego de Prometeo para darse cuenta de ello. Esta respuesta es
vital, ya que la sobrevida posterior a una lesién hepatica significativa depende de
una actividad regenerativa exitosa; mientras que una regeneracion alterada
contribuye al desarrollo de varias enfermedades hepaticas a corto 0 a largo plazo.

(2)

Asi entonces, frente a un estimulo danino el higado puede responder de distintas
formas: mediante la regeneracion controlada de la zona afectada; 6 formando una
cicatriz con distorsion de la arquitectura tisular, o una combinacion de ambas. La
primera respuesta resultara en la restauracion adecuada del tejido hepatico,
mientras que las otras conducen a la fibrosis & cirosis observables en el higado
enfermo; pero ios factores que determinan dichas respuestas no estan bien
esclarecidos hasta el momento actual. No obstante, se conoce que juegan un
papel importante la naturaleza, intensidad y duracién del dafo; asi como las
caracteristicas genotipicas y fenotipicas del individuo. {3)



EL TEJIDO HEPATICO NORMAL

El higado es la glandula mas grande con la que cuenta el organismo, su
peso promedio en el aduito es de 1800 gramos (gr.) en el hombre, y 1400 gr.enla
mujer; constituyendo de 1.8% a 3.1% del peso corporal en la mayaria de los
individuos. (4)

Entre las poblaciones celulares que proveen las caracteristicas morfoldgicas y
funcionales Unicas del higado, se cuentan los hepatocitos que constituyen un
70%-80% de todo el parénquima hepatico (5); las células endoteliales; células
epiteliales; células ovales; células de Kuppfer y de Pit, ambas relacionadas con el
sistema inmune; y los fibroblastos también flamados células estelares hepaticas
(HSC), miofibrobiastos, lipocitos 6 células de ito, encargados del almacenamiento
de lipidos, y considerados factores clave en la regulacion del metabolismo de la
matriz extracelular (MEC). (6)

La distribucion celular en el higado es muy caracteristica, estando organizada en
zonas de tamario y forma irregular denominadas acinos. Los hepatocitos se
disponen en cordones o hileras, Que conectan a distintas zonas de confluencia
estructural y metabélica;-el espacio entre hilera e hilera se denomina sinusoide
hepatico, mientras que el espacio entre hilera y endotelio se conoce comao espacio
de Disse. Por otro lado, estos complejos conectados por los hepatocitos, estan
formados de un capilar de la arteria hepatica, un capilar porta, un conductillo biliar
0 colangiolo, vasos linfaticos y nervios, que en conjunto son conacidos como triada
6 espacio porta; en cuyo radio se encuentran dos 0 mas vénulas hepaticas, con
quiénes mantienen relaciones vasculares y biliares comunes. La conjuncion de
espacios porta con la vénula hepatica constituye el acino: y de acuerdo a esta
disposicién, se puede apreciar un arreglo tisular constante de seijs espacios porta
periféricos y una vénula hepatica central, adquiriendo una morfologia hexagonal.
)
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El resto del tejido libre de células, constituye aproximadamente el 20% del
volumen hepatico y esta constituido por la MEC; formada en su mayoria por
colagena, cuya densidad en el higado de la rata y humano es a razén de 091 +
0.15 mg/gr, y 5.5 + 1.6 mg/gr de tejido fresco, respectivamente. En el higado
normal se identifican variantes genéticas de colagenas, los tipos I, lll. V, y las
colagenas no fibrilares (tipo membrana basal) IV, VI y XIV (7.8); en orden de
importancia. Ademas, en la MEC también podemos encontrar componentes no
colagenicos como fibronectina,  laminina, elastina,  proteoglicanos y

glucosaminoglucanos. (9,10)

e




HIPOTESIS DEL ECOSISTEMA HEPATICO

Para entender mejor los mecanismos fisiologicos que mantienen la
estructura y funcion del higado, se puede considerar a este 6rgano como un
pequefio sistema ecoldgico, en el que cada poblacion celular o componente de la
MEC, son elementos importantes que se mantienen constantes e interactan para
alcanzar la homeostasis; logrando la conservacién morfolégica y funcionat del
tejido hepatico.

Hepatocitos

Célula estelar
| hepitica inactiva

Kuppfer

Poblaciones celulares en el higado normal




Ademés los metabolitos, citocinas, y factores de crecimiento producidos en el
higado y fuera de éi, reguian la expresion de genes, controlan la proliferacion
celular y el metabolismo de |13 MEC, siendo eventos locales los responsables de |a
regulacion fina del ecosistema, ¥ en menor medida los eventos sistémicos. (11)

De esta forma, todos los componentes mencionados mantienen el estado
fisiclogico del higado; sin embargo, el sistema debe contar con mecanismos
especificos para restaurar su normalidad cuando el ecosistema se vea alterado.
{3) Es decir, la aiteracidn podria manifestarse como cambios en la funcién celular,
independientemente de Ia presencia ¢ ausencia de una lesidn hepatica evidente,
que ocasionen el desequilibrio de metabolitos, citocinas y factores de crecimiento
presentes en el ecosistema; desordenando también los mecanismos normales de
comunicacién célula-célula o celula-matriz, v resultando en modificaciones

posteriores en la homeostasis del argano. (11)

LA CIRROSIS

La vision del higado como sistema bioecolégico, también predice que
alteraciones en el delicado equilibrio que mantiene la homeostasis de las células y
los componentes de la MEC, pueden conducir tanto a ia regeneracion, y por ende

restauracion del 6rgano; como a cambios mérbidos en el higado.

Asi entonces, después de una lesion aguda, intensa o que destruya muchas
células, la disminucion de la capacidad funcional del higado, fas citocinas y
factores de crecimiento induciran la regeneracion hepatica. Esto implica la
proliferacion inicial de los hepatocitos, seguido por un incremento de las células no
parenquimatosias; ta produccion de los componentes normales de la MEC en
proporciones y distribucion adecuadas. Al finai del proceso regenerativo, el



depésito de componentes de la MEC volvera a niveles basales, asi como también
las interacciones y funciones celulares quedaran reestablecidas. (9,12)

Pero, si por el contrario el dafio €S pequeno, repetitivo y crénico, los intentos por
restaurar la homeostasis seran insuficientes, conduciéndo al érgano hacia fa
enfermedad (11). Explicado mas ampliamente, la limitacién de un dafio tisular
constante mediante sy encapsulacion, representa una respuesta altamente
evolucionada de los tejidos aduitos; y en esta reaccion se activan procesos tales
como la fibrogénesis y la remodelacion tisutar, Ademas del higado, otros érganos
como la piel, el pulmon, el corazén y el riion (13) comparten esta capacidad.
Particularmente en el higado, la homeostasis no se mantiene durante el estimulo
dafiino sostenido, y cuaiquiera que sea la causa especifica de la lesion hepatica,
la consecuencia final es una mayor cantidad en el contenido de componentes de
fa MEC.

Durante esta respuesta fibrogénica, en el tejido hepético_ se observa un aumento
de tres a cinco veces en log componentes colagénicos vy no colagénicos de la
MEC, llegando a contener hasta seis veces mas colagena y proteoglicanos que en
el érgano sang. (14,15) Ademas, ocurre un desequilibrio en el tipo colagena
depositada, cambiando la de tipo membrana basal (no fibrilar), por una de tipo
intersticial (fibrilar), enriguecida en colagena | y lil, y que adquiere una distribucion
distinta. (16-18) Dentro de los componentes no colagénicos, los incrementos
involucran principalmente a proteoglicanos (20,21} ¥ glucoproteinas como
fibronectina, laminina y tenascina (22-24); conduciéndo como resultado final a ia
alteracién de la arquitectura normal y funcion del higado, transformandole en un
tejido fibrético que rodea a nédules de regeneracion del perénquima que
estructuralmente son anormales, asociandose a necrosis celular; y dando lugar a

la condicion patolégica conocida como cirrosis. (3,25,26)




de MEC  activada

Caracteristicas de la poblacién celular en el higado cirrético

Basicamente, la respuesta fibrética dentro del higado es la misma
independientemente del tipo de estimulo subyacente; que puede ser genético,
metabolico, infeccioso, inmunolégico, colestasico, inducido por alcchol u otros
toxicos. Por lo general, el dafio tisular esta presente durante meses o anos antes
de que se forme una fibrosis significativa, a excepcion de las enfermedades
hepaticas neonatales, en las se requieren pocas semanas de dafic o colestasis

para conducir a una fibrosis marcada. (13,27)




Los mecanismos que originan la cirrosis son variados, encontrando como
caracteristicas mas o menos constantes las siguientes:

a} Darlo tisular que frecuentemente se debe a estrés oxidativo. (12)

b) Movilizacién de célylas inflamatorias que liberan citocinas reguladoras de |a
respuesta, y que contribuyen a Ia activacién y proliferacién de las células
efectoras (HSC). {28,29)

¢) Una vez activadas, las HSC incrementan la biosintesis de colagena y también
producen citocinas que amplifican la respuesta. (30) Ademas, es posible que
las HSC nuevas reclutadas sean clones que difieren de fas células en su
tiempo de replicacién, capacidad de sintesis de colagena, y respuesta a la
estimulacion por citocinas o factores de crecimiento. Es por ello que estas
celulas pueden permanecer en el tejido, temporal o pemanentemente, adn
cuando el estimulo dafing haya desaparecido. (31)

d) Un elemento importante es la liberacion de colagenasas (MMP-2, MT,-MMP,
MMP-13) y sy regulacidn por inhibidores especificos (TIMP-1 y TIMP-2}, cuya
interaccion contribuye a los procesos de progresion y regresién de la fibrosis
hepatica, al inducir Ja remodelacion de la MEC. (12,32)

Cabe sefalar que aunque la inflamacion asociada al dario tisular juega un papel
importante en el desarrollo de |a cirrosis; el proceso fibrogénico también puede
activarse en ausencia de inflamacién evidente. Esto es, mediante Ia aiteracion de
la homeostasis, ya que varias poblaciones celulares hepaticas se ven danadas, lo
cual provoca un desequilibrio en las citocinas, factores de crecimiento, y
metabolitos. De forma similar, la acumulacién de metales como el hierro o el
cobre pueden alterar el equilibrio ecologico, explicando asi que enfermedades
como la hemocromatosis y la enfermedad de Wilson puedan conducir a cirrosis en
ausencia de daiio hepatocelular evidente. (3)



LAS CITOCINAS Y FACTORES DE CRECIMIENTO

De acuerdo a lo anterior, cabe resaftar que las citocinas y los factores de
crecimiento son elementos esenciales para los mecanismos de activacion y
modulacion celular en la fibrogénesis de| tefido hepatico, y probablemente también
en su reversidn (19,27,33); por lo cual merecen especial atencion. Pero anles es
necesario hacer algunas consideraciones importantes respecto a estos
mediadores.  Primero, sus efectos son diversos y algunas veces complejos.
Segundo, los efectos de ciertas citocinas estan bien caracterizados en estudios in
vitro; sin embargo, sus efectos in vivo que incluyen la interaccion con otras
citocinas y con la MEC, pueden ser dificiles de predecir. Y finalmente, tanto las
fuentes celulares como los sitios blanco de las citocinas varian en la respuesta

fibrogénica del higado. (12)

Si bien son diversas las citocinas y factores de crecimiento hasta ahora conocidos,
gue mantienen la homeostasis en el sistema bioecolégico hepatico, participan en
la fibrogénesis y su posible reversibilidad: solamente abordaremos las de mayor

importancia en particular para este trabajo.

Como ya se ha mencionado, una parte importante del mecanismo fibrogénico
incluye la activacion de las HSC. En este marco, existen diversas citocinas que
contibuyen a tal transformacién. De forma paracrina, las plaquetas en el sitio de
dafo generan diversos mediadores como el factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento transformante beta 1 (TGFB4), también
producido por células de Kupffer (34); y e! factor de crecimiento epidermoide
(EGF). (35) Ademas, las HSC ya activadas actoan de forma paracrina y autécrina
produciendo TGFpB,, PDGF, factor de crecimiento fibroblastico (FGF) y factor de
crecimiento de hepatocitos (HGF), factor de crecimiento transformante alfa
(TGFay), factor activador de plaquetas, y endotelina 1 (ET-1) (33,36); asi como

factores quimiotacticos de células inflamatorias capaces de amplificar ia



respuesta. (37-39) También se han identificado citocinas inmunomoduladoras
producidas por las HSC, finfocitos y macréfacos, como el factor de necrosis
tumoral alfa (TNFa), interferén gama e IL-2 con funciones proinfiamatorias; e
interferén gama, IL-10 como citocinas antifibrogénicas. (40,41)

Hepatocito

Vaso sanguineo

Citocinas con efecto hepitico y sus receptores

HGF Factor de crecimtiento de bhepatocitos: TGFB, Factor de crectmiento irznsformanie beta i: TGEa Factor de crecimienty
transfoemanic alfa; @ c-met proloncogenc receplor de HGF: @ TGFR, RIN Recepior tipe 1 del factor de crecimiento
transformante beta |; © EGFR Receptor del factor de crecimiento transformante ala: HSC Células estclares hepdticas.

En detalle, TGFa pertenece a una familia de factores de crecimiento que activan al
receptor de EGF (EGF-R). Entre sus actividades biologicas se cuentan la
regulacién de mecanismos de proliferacion, migracion y diferenciacidn de células



en cultivo; también ha sido implicado en procesos tales como cicatricacion,
regeneracion hepatica, angiogénesis, remodelacion  ésea, desarrollo y
carcinogénesis. (42) En el higado se comporta como un factor autocrino
producido por hepatocitos (43), que regula la proliferacion de estas células
después de una lesién hepatica. Aungue principalmente se ha descrito al inicio de
la regeneracion en el higado, se ha sugerido que podria estar involucrado en la
reparacién de una lesién mas crénica (44); y ademas, se han encontrado niveles
elevados de acido ribonucleico mensajero (RNAm) de TGFq en pacientes con

cirrosis. (45)

Por otro lado, el TGFf, pertenece a una gran superfamilia de polipéptidos
diméricos que actian como factores de crecimiento y diferenciacién. Hasta ahora
se han logrado aislar cinco isoformas distintas de TGFB, de las cuales solo la |, Il y
Il han sido encontradas en mamiferos. Ademas, se sabe que las isoformas | y il
tienen tienen un espectro de actividades bioldgicas muy similares, mientras que
TGFBIl muestra efectos mas limitados y de menor potencia. {(46) Esto puede
asociarse al hecho de que las isoformas | y ll se unen fuertemente al receptor de
TGF tipo Il (TGFpRI), esencial para sus efectos celulares; y TGFpHI lo hace con
poca afinidad. (47) Entre sus actividades bicldgicas in vitro se encuentran ia
regulacion de la proliferacion predominantemente como inhibidor; la regulacion
bifuncional de la diferenciacion celular, modulacion del sistema inmune y la
respuesta inflamatoria y la induccién de Ja apoptosis en algunos tipos celulares.
(48,49) In vivo, pocas respuestas replican fielmente los efectos in vitro: sin
embargo, se ha confirmade su importancia en procesos bioldgicos como Ia
embriogénesis; angiogénesis, supresion de la inflamacién; reparacién tisular,

cicatrizaciéon y comportamiento bimadal durante la carcinogénesis. (50)

Dentro del higado es producido principalmente por las HSC, y secundariamente
por las célutas de Kuppfer, células endoteliales y hepatocitos. (12) Aqui, sus
actividades incluyen ia inhibicién de la fase inicial de regeneracion hepatica (51) y
la formacién en general de MEC. Puede considerarsele como un factor



remodelador profibrogénico Que aumenta la produccion de elementos de la MEC a
través de varios mecanismos: estimulacion de HSC y células endoteliales:
disminucion en la expresion de proteasas de MEC como el activador tisular del
plasminégeno, el activador del plasmindgeno tipo urocinasa y ias metaioproteasas
de matriz extraceluiar {MMPs); incremento de inhibidores de proteasas
(inhibidores tisulares de MMPs {TIMPs], inhibidor del activador del plasminégeno y
urocinasa); y finalmente la regulacién de las interacciones de las células con la
MEC. (33,52-54) Por todo o anterior, existen varios estudios que resaltan la
participacion de este factor en el proceso de fibrosis/reversion del higado cirrético.
(55)

Finalmente, HGF es un factor polipeptidico heteradimérico miembro de la famiiia
reciente de factores de crecimiento relacionados con el plasminégeno, y se le
considera un factor pleyotropico capaz de evocar respuestas biolégicas complejas
como la mitogénesis, motogénesis y morfogénesis. (56) Ejerce sus actividades
bioldgicas gracias a la interaccion con su receptor membranal de alta afinidad, el
proto-oncogen c-met; (57) y dentro de ellas se incluyen la estimulacion de sintesis
de DNA en varios tipos celulares, (58) y el gobierno de muchas interacciones
epitelic-mesénguima, Ya que es capaz de disociar las células epiteliales,
aumentando su motilidad e invasividad dentro de la matriz extracelular. /n vitro,
induce la diseminacion de células de carcinoma y promueve la progresion hacia un
fenotipo maligno; e in vivo, promueve diferenciacion celular y la formacién de
estructuras epiteliales, como los primordios de conductos biliares a partir de
células embrionarias del higado crecidas en matrices colagénicas. (59)

HGF es un factor paracrino producido principaimente por ceélulas no
parenquimatosas de! higado, rifidn ¥y pulmon; mientras que las células blanco son
parenquimatosas puesto que expresan altos niveles de receptor c-met. (60)
Dentro de las actividades de HGF particularmente en el higado lesionado {61,
estan la estimulacién temprana de |a regeneracion hepatica, la modulacion de Ia
respuesta durante la recuperacion posterior a un dafio crénico (44), disminucion



del proceso fibrogénico, disminucion de la apoptésis de hepatocitos, y la mejoria
en general de la funcién del higado cirrético. (1 9,62,63)

EL MODELO

El estudio de los mecanismos que conducen a la fibrogénesis del tejido
hepatico y su reversién, se ha llevado a cabo utilizado varios modelos animailes e
in vitro. La fisiopatogenia es distinta en cada medelo; sin embargo, su utilidad
radica en que todos ellos brindan informacion valiosa acerca de mecanismos
especificos de dichos procesos.

El modelo de cirosis inducida mediante la administracion crénica de la
hepatoxoxina tetracioruro de carbono (CCly) es quiza el mejor estudiado. Cuando
se administra el txico intraperitonialmente durante 7 a 8 semanas {tres veces por
semana), se observa una mortalidad de 20-30%, y la lesién es reversible en los 3
meses posteriores a la descantinuacién; pero cuando se mantiene administrando
de 8 a 10 semanas, la fibrosis del higado es muy lentamente reversible y el animal
muere con cirrosis. El dafio hepatico incluye lesiones que histoldgicamente
semejan ampliamente los cambios en el higado cirrdtico del humano, (64,65)
siendo notables aquellos cambios regenerativos gue compiten con los
fibragénicos; la sintesis y el depdsito de todas las colagenas se encuentra
incrementada, predominando la colagena tipo | y secundariamente ias de tipo I,
[V y V. La actividad de colagenasa esta incrementada en forma temprana; sin
embargo, también lo estad la produccién de TIMPS. (32) Ademas se observa
proliferacién de células de Kupffer y HSC, las cuales muestran el fenotipo de
‘activadas”. También se observan esteatdsis, inflamacién, necrosis hepética
centrilobular, disfuncién mitocondrial y cambios en el estado energetico celular,
(66)




El modelo de CCl, resulta atjl, porque ademas las poblaciones celulares hepaticas
producen varios factores que tienen propiedades quimiotacticas, son citocinas,
factores de crecimiento, o modifican la expresion de varios genes que codifican
para los componentes de la MEC. (11)

EFECTO DE REVERSION CON ADENOSINA

Por otro lado, se ha explorado el papel de la administracion del nucledsido
adenosina, como agente protector del higado frente a varios tipos de lesiones; que
incluyen el dafio agudo inducido por estrés oxidativo, necrosis (67.68), etanol (69)
y CCly (70) Ademas se le reconocen diversos efectos benéficos sobre el higado
cirrdtico, tales como la reduccion del contenido de colagena recuperando los
niveles normales. Dicho efecto es llevado a cabo mediante la disminucion de la
sintesis de colagena aunado al incremento de la actividad colagenolitica, cuyo
equilibrio provoca una tendencia anti-fibrogénica. (92) Por otro lado, también sele
reconocen efectos como el incremento en la respuesta regenerativa hepatica, la
disminucion del estrés oxidative, la preservacién de la funcion mitocondrial, el
metabolismo energético, y el aumento del flujo sanguineo hepatico; (65-67,71 )lo
cual se refleja en una mejoria morfolégica-funcional del higado y de la sobrevida

en general. (67)

De acuerdo a lo anterior, es evidente que tanto la adenosina como ciertas
citocinas comparten efectos bicldgicos comunes, que pueden participar en e
mecanismo de reversidn de la cirrosis: lo cual podria sugerir una posible relacion
entre el hepatoprotector y dichos mediadores celulares. Ademas, el mecanismo
de la adenosina responsable de tal efecto en el higado cirrético todavia no es muy

claro, por lo que resulta interesante investigar la influencia que pueda tener el




nucledsido sobre la expresion de estos mediadores, y su probable relacién con Ia
regresion de la cirrosis.

.  HIPOTESIS

El mecanismo de reversion del higado cirrético mediante a administracion
de adenosina, incluye cambios en la expresion de citocinas como HGF, TGFa y
TGFBI; en el modelo de reversion con adenosina de la cirrosis inducida por CCly

en ratas.

. OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GENERAL

Conacer el patrén de expresion de los genes HGF, TGFa, TGFR,, Y sus
respectivos receptores durante el efecto de la adenosina en la reversion de

cirrosis, en el modelo animal de cirrosis inducida por CCl,.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar el efecto de Ia reversion mediada por adenosina, sobre las
alteraciones morfoldgicas y funcionales dei higado cirrético.



nucledsido sobre la expresion de estos mediadores, y su probable relacién con la

regresién de la cirrosis.

I, HIPOTESIS

El mecanismo de reversion del higado cirrdtico mediante la administracion
de adenosina, incluye cambios en la expresion de citocinas como HGF, TGFa y
TGFB1; en el modelo de reversion con adenosina de la cirrosis inducida por CCl,

en ratas.

.  OBJETIVO

3.1  OBJETIVO GENERAL

Conocer el patron de expresion de los genes HGF, TGFa, TGFB,, y sus
respectivos receptores durante el efecto de la adenosina en la reversion de

cirrosis, en el modelo animal de cirrosis inducida por CCls.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a} Determinar el efecto de la reversidbn mediada por adenosina, sobre las

alteraciones morfolégicas y funcionales del higado cirrético.



b) Conocer el patrén de expresion de las proteinas HGF, TGFg, y TGFBI1 en
suero, y de sus respectivos receptores en higado; tanto en condiciones de
cirrosis en  recuperacion libre, como en el higado cirrético tratado con
adenosina,

€) Un objetive adicional que fue planteado durante el desarrollo del presente
trabajo, fué conocer el grado de expresion hepatica de algunas enzimas
encargadas de la degradacién de matriz extracelular; asi como Ja de sus
inhibidores tisulares en e} higada cirrético, con y sin tratamiento de adenosina.

d) Determinar la posible relacién entre el patron de expresion de los genes HGF,
TGFa, TGFBI, ylo las enzimas que degradan matriz extracelular, con los

efectos de la adenosina sobre el higado cirrético.

IV.  JUSTIFICACION

Las enfermedades crénicas del higado inciuyendo a Ia cirrosis, se ubican
dentro de las cinco primeras Causas de muerte en México; ¥ hasta la fecha, se les
considera en general como condiciones marbidas irreversibles, ya que la mayoria

de los abordajes terapéuticos utilizados han sido solo parcialmente suficientes,

Debido a ello, cobra gran importancia un mejor entendimiento de los mecanismos
que regulan el proceso dinamico de progresion - reversién de Ia cirrosis, tanto para
el area de la salud, comp para el terreno de la investigacion biomédica. Para la
primera, porque cualquier conocimiento nuevo representa un peldaiio mas en Ia

escalera que conduce al disefio de estrategias terapéuticas mas eficientes; ¢




b} Conocer el patrén de expresion de las proteinas HGF, TGFq, y TGFB1 en
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adenosina,
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trabajo, fué conocer el grado de expresion hepatica de algunas enzimas
encargadas de la degradacion de matriz extracelular; asi como la de sus
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d) Determinar la posible relacion entre el patrén de expresion de los genes HGF,
TGFa, TGFBI, yio las enzimas que degradan matriz extracelular, con los
efectos de la adenosina sobre el higado cirrético.

IV.  JUSTIFICACION

Las enfermedades cranicas del higado incluyendo a la cirrosis, se ubican
dentro de las cinco primeras causas de muerte en México; y hasta la fecha, se les
considera en general como condiciones maérbidas irreversibles, ya que la mayaria
de los abordajes terapéuticos utilizados han sido solo parcialmente suficientes.

Debido a ello, cobra gran importancia un mejor entendimiento de los mecanismos
que regulan el proceso dindmico de progresién - reversién de la cirrosis, tanto para
el area de la salud, como para el terreno de la investigacion biomédica. Para la
primera, porque cualquier conocimiento nuevo representa un peldano mas en [a

escalera que conduce al disefio de estrategias terapéuticas mas eficientes; ¢




manejos alternativos al trasplante hepatico que tan solo en los Estados Unidos
tiene un costo alrededor de $500,000 dolares. (72)

Y para la investigacion basica; estudiar la cirrosis y su reversidn, entendidas como
la respuesta de un sistema bioecoldgico ante diversos estimulos, reviste un
profundo interés dada la amplia gama de mecanismaos biolégicos implicados, tales
como regeneracion, fibrogénesis, produccion de factores de crecimiento y

comunicacion celular.

V. DISENO METODOLOGICO

51 Animales y Tratamiento

Se utilizaron ratas wistar macho de 90 a 100 gramos de peso con libre acceso
a agua y alimento. E! manejo de los animales se llevé a cabo bajo las
recomendacicnes de! Manual de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio. Los
animales fueron divididos en 6 grupos de forma aleatoria, en base a las sustancias

y tiempo de administracidn, como se muestra a continuacion:

1. Grupo control 6 Solucion Salina: tratado con solucion salina y aceite vegetal

durante 10-20 semanas.

2. Grupo control de Tetracloruro de Carbono {(CCl, 0 sem) 6 Tiempo Cero:
Tratado con CCls durante 10 semanas (PERIODO DE INDUCCION DE
LESION HEPATICA TIPO CIRROSIS).



manejos aiternativos aj trasplante hepatico que tan solo en los Estados Unidos
tiene un costo alrededor de $500,000 dolares. (72)

Y para la investigacion basica; estudiar la cirrosis Y su reversion, entendidas como
la respuesta de un sistema bioecologico ante diversos estimulos, reviste un
profundo interés dada la amplia gama de mecanismos biolégicos implicados, tales
como regeneracion, fibrogénesis, produccion de factores de crecimiento y
comunicacién celular.,

V.  DISENO METODOLOGICO

5.1  Animales y Tratamiento

Se utilizaron ratas wistar macho de 90 a 100 gramos de peso con libre acceso
a agua y alimento. El manejo de los animales se llevé a cabo bajo las
recomendaciones del Manual de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio. Lgs
animales fueron divididos en 6 grupos de forma aleatoria, en base a las sustancias
y tiempo de administracidn, como se muestra a continuacion:

1. Grupo control 6 Solucién Salina: tratado con solucidn salina y aceite vegetal

durante 10-20 semanas.

2. Grupo control de Tetracloruro de Carbono (CCl, 0 sem) 6 Tiempo Cero:
Tratado con CCls durante 10 semanas (PERIODO DE INDUCCION DE
LESION HEPATICA TIPO CIRROSIS).




3. Grupo cirrosis + Solucién Salina 5 semanas (Control % semanas).
Tratamiento de induccién de cirrosis y posteriormente se administrd solucién
salina durante 5 semanas,

4. Grupo cirrosis + Solucién Salina 10 semanas {Control 10 semanas):
induccién de cirrosis y después se administrs solucién salina durante 10

Semanas.

5. Grupo cirrosis + Adenosina 5 semanas (Tratamiento 5 semanas): Una vez
instalada a cirrosis, se administrd adenosina durante 5 semanas.
TRATAMIENTO DE REVERSION CORTO.

6. Grupo cirrosis + Adenosina 10 semanas {Tratamiento 10 semanas):
Instalacion de cirrosis Y posteriormente se administré adenosina durante 10
semanas. TRATAMIENTO DE RE VERSION LARGO.

El CCl, fue inyectado por via intraperitoneal (25 ul, diluido 1:6 en aceite vegetal) 3
veces por semana. También la adenosina (200 mg/kg de peso, pH 74) y |a
solucion salina (Cloruro de Sodio 0.8%) fueron administradas por la misma via y
con la misma frecuencia.

Dos dias después de ia dltima inyeccion de cada tratamiento, los animales se
dejaron en ayuno toda |a noche, se pesaron y se anestesiaron con pentobarbital
sodico via intraperitoneal (40 mg/kg). Las ratas fueron sacrificadas mediante
decapitacion para recolectar la sangre de los vasos sanguineos del cueilo;
posteriormente se obtuvo el higado y el bazo mediante procedimiento quirdrgico.
El calendario de sacrificio fué a las diez, quince y veinte semanas dependiendo de

cada grupo.




5.2 Manejo y Preparacién de las Muestras Bioldgicas.

La sangre fue centrifugada a 800 g por 5 minutos para obtener el suero
sanguineo. El higado y el bazo fueron pesados, y una pequefia porcién del tejido
hepatico se fijo en solucién amortiguadora (PBS pH 7.2) con formaldehido al 10%,
incuidas en parafina y cortadas en secciones de 3 a 4 ym de grosor para su
analisis histolégico. Los cortes fueron tefidos con hematoxilina & eosina, y tincion
tricromica de Masson. El resto del higado se homogenizo en solucidn de lisis con
inhibideres de proteasas, o bien fue conservado junte con el suero a —80°C para

su andlisis posterior.

5.3 Procedimientos Analiticos

5.3.1 Evaluacién Histoldgica. Las preparaciones ya teflidas fueron analizadas

mediante microscopia de luz.

5.3.2 Pruebas de Funcioén Hepatica. Se utilizé e! suero de los animales para la
determinacion de las siguientes variables: albimina, bilirrubina total, actividad de
ALT (Alanino aminotransferasa), AST (Aspartato aminotransferasa) y GDH
(Glutamico deshidrogenasa). La albumina serica y la bilirrubina total se
determinaron mediante kits especificos para cada uno (Sigma Co.), y la actividad
de las enzimas ALT, AST y deshidrogenasa glutdmica se determinaron por medio
de ensayos colorimétricos. (73-75)

5.3.3 Determinacion de la expresidn de proteinas. Ei anélisis de la expresion
de citocinas se realizé mediante la técnica de Western Blot. Brevemente, |as
proteinas fueron extraidas de los tejidos homogenizados y del suero. Se
determind la cantidad total de proteina en cada grupo mediante el método
modificado de Lowry. (76) Algunas proteinas (TGF-a,, TGFB, en suero: y TGFq,

HGF en tejido hepatico) fueron concentradas mediante inmunoprecipitacion, |a




cual se llevé a cabo mediante |a incubacion toda la noche a 4°C de 1 mg de
proteina, con 15 pl de anticuerpo y ajustando a un volumen final de 1mL con TBS;
posteriormente se incubs junto con 50 uL de proteina A agarosa, y después se

realizaron centrifugaciones Y lavados para obtener el botén de inmunoprecipitado.

Tanto las proteinas sin inmunoprecipitar como las inmunoprecipitadas, fueron
normalizadas para la misma concentracién, y sometidas a electioforésis en geles
de acrilamida al 8%, 10% o 12% dependiendo del pesc de la proteina a
determinar. Las proteinas asi separadas fueron transferidas a una membrana de
nitrocelulosa y blogueadas con solucion TBS / leche baja en grasas 5%; y
posteriormente fueron incubadas a 4°C toda la noche con sus respectivos
anticuerpds primarios: anti-HGF, anti-c-met, anti-TGFBy, anti-TGFp,RI, anti-TGFa,
anti-EGFR, anti-MMP2, anti-MT-MMP, anti-MMP-13, anti-TIMP-1, y anti-TIMP-2
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California). Posteriormente se lavaron
abundantemente con TBS/Tween 0.1% para eliminar el exceso de anticuerpo; y se
incubaron de 2 a 3 horas con el anticuerpo secundario acoplado a fosfatasa
alcalina o peroxidasa. Después de lavar la membrana de nuevo, se revelaron con
los sustratos respectivos. La intensidad de la banda fue cuantificada mediante
densitometria de imagen.

54 MANEJO ESTADISTICO

Los resultados se expresaron como promedio (de cinco animales por grupo)
 error estandar.  Se realizé prueba T de student para determinar diferencias de
promedios entre grupos. Un resultado se consideré como estadisticamente

significativo cuando p<0.01 y para algunas variables p<0.01 6 p<0.05.
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VI. RESULTADOS

€.1 PESO DEL HIGADO Y EL BAZO.

Al término del periodo de induccion de cirrosis, el peso del higado
(determinado por el indice peso del drgano / peso corporal) fué 50% mayor en las
ratas tratadas con CCl; comparado con el de los animaies control. Durante las 5 y
10 semanas posteriores, se observd una disminucién de fa masa hepética de las
ratas tratadas con solucion saiina y adenosina; sin embargo, este decremento fue
mas notable en los grupos tratados con adenosina (disminucion a las 5 y 10
semanas de 23% y 17% en los grupos de solycion salina; y 32% en ios grupos
tratados con adenosina). TABLA 1.

Asi mismo, el bazo mostré un aumento de tamario (21%) en e grupo de cirrosis
tiempo cero. Y después de 5 y 10 semanas se observé una disminucién en el
tamano del bazo en ambos grupos {disminugion 5 / 10 semanas: grupos solucion
salina 19.7% / 32.5%; grupos adenosina 32% / 20.8%). TABLA 2.

6.2 EVALUACION HISTOLOGICA

Después de 10 semanas de la administracion de CCl,, se observaron
cambios tisulares caracterizados por {a aparicion de septos fibrosos, necrosis e
inflamacién (cambios cirrdticos). Los grupos control de reversién (administracién
de solucién salina durante 5 6 10 semanas posteriores a la instalacion de cirrosis)

mostraron estas mismas lesiones histolégicas con una regresion esponténea muy
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limitada; mientras que los grupos tratados c¢on adenosina presentaron una mayor
reversion, principalmente a lasg 10 semanas. (FIGURA 1)

6.3 PRUEBAS DE FUNCION HEPATICA

Las pruebas de funcién hepatica demostraron el dafio tisular producido por
el toxico, asi como [a mejoria funcional lograda mediante 1a administracion de

adenosina,

ALBUMINA

En los animales cirréticos tiempo cero, ia albtimina plasmatica disminuyé 37%.
Los niveles de albumina fueron recuperados en las semanas posteriores en
ambos grupos; sin embargo, los grupos tratados con adenosina presentaron una
fecuperacion mas rapida. (incremento alas 5 y 10 semanas de 29% y 12.3% en
los grupos de solucién salina; 39% y 28.3% en los grupe de adenosina). TABLA
2A

BILIRRUBINA

Durante la induceion cirrética, los niveles de bilirrubina sérica aumentaron 63%.
La bilirrubina disminuyé durante las semanas posteriores en ambos grupos; pero
los grupos tratados con adenosina presentaron disminuciones a niveles basales,
mientras que los grupos tratados con solucion salina permanecieron elevados 3
pesar de haber disminuido (disminucion a las 5 ¥ 10 semanas de 10.4% y 38.2%
en los grupos de solucidn salina; 58% y 53.9% en log grupo de adenosina). TABLA
2A
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ENZIMAS SERICAS.

Al finalizar el periodo de induccion de cirrosis, se incrementaron las actividades
séricas de las enzimas amino-transferasa de aspartato (ALT), amino-transferasa
de alanina (AST) y glutdmico deshidrogenasa (GDH); reflejando la necrosis tisular
subyacente (aumentos de 121%, 662%, 280%, respectivamente). Después de
cinco semanas, esta actividad permanecio elevada o ligeramente disminuida en
los grupos en que se administré solucion salina (disminuciones de 1.8%, 7.4%,
44.8%, respectivamente) mientras que en los grupos tratados con adenosina se
observé una clara disminucién confimando su efecto hepatoprotector (45.8%,
74.9%, 73%, respectivamente). Después de diez semanas se volvié a observar
una disminucién, que nuevamente favorecia (en menor grado) a los grupos
tratados con adenosina. (grupos de solucién salina: 42%, 55%, 48.9%:; y grupos
tratados con adenosina: 40%, 63.2%, 65.4%, respectivamente). TABLA 2B

EXPRESION DE GENES

DETERMINACION DE CITOCINAS Y SUS RECEPTORES.

Expresion de HGF en suero

Al finalizar el proceso cirrogénico, el nivel de HGF se elevé discretamente en el
suero de los animales cirrdticos (28%). Después de cinco y diez semanas,
continué este ascenso tanto en los grupos cirréticos control como en los animales
tratados con adenosina, observandose elevaciones mayores en este Gltime grupo.
{incrementos a las 5 y 10 semanas de recuperacién: 38% y 91% en los grupos
mantenidos con solucién salina; 219% y 168% en los grupo de adenosina). TABLA
3; FIGURA 2




Expresion de HGF en homogenado de higado

Los niveles hepaticos de HGF tambian aumentaron en los animales cirroticos. Sin
embargo, después de Ia descontinuacion de CCl, disminuyeron estos niveles;
mientras que e! tratamiento con adenosina produjo su elevacién por arriba dei
control con cirrosis (incrementos de 13% y 24% a las 5 y 10 semanas de
tratamiento con adenosina). TABLA 3; FIGURA 2

Expresion de c-met en homogenado de higado

c-met aumenté en el higado de los animales cirrdticos. Posteriormente se observd
otro aumento tras diez semanas de libre recuperacion (25%). Mientras que los
animales tratados con adenocsina regresaron a niveles similares a aquellos del
control sano. TABLA 3: FIGURA 2

Expresién de TGFf; en suero

Los animales cirréticos presentaron elevaciones importantes de TGFB4 en suero
(157% mas que el control sano). No obstante, después de cinco y diez semanas
de libre evolucién se normalizaron, hasta alcanzar los niveles basales. Por otro
lado, Ios animales tratados con adenosina mantuvieron las altas concentraciones
de TGFB, en suero, encontrando niveles similares al control cirrdtico. TABLA 4,
FIGURA 3

Expresion de TGFf,en homogenado de higado

En los higados con cirrosis se observé un incremento de TGFB,. Posteriormente,
estos niveles continuaron elevandose durante la recuperacién espontanea
(incrementos de 15% y 18% a las 5 ¥ 10 semanas respectivamente); mientras que
la administracion de adenosina indujo niveles semejantes al control sano a las 5
semanas. TABLA 4; FIGURA 3




Expresion de TGFB, RIl en homogenado de higado

El receptor de TGFpB; auments su expresion hepatica en los animales cirréticos
(47%). Y continué elevandose después de cinco semanas de libre recuperacion,
mientras que a las diez semanas presentd una disminucion {11% menor que el
control cirrdtico). Durante el tratamiento con adenosina, la expresién del receptor
de TGFBy disminuyd a niveles parecidos a los del control sano. TABLA 4;
FIGURA 3

Expresién de TGFq en sirero

En los animales cirrdticos TGFq se elevé en el suero mas de dos veces, Después
de cinco semanas de descontinuacion del toxico, los niveles permanecieron
elevados, y a las diez semanas se volvieron a incrementar (41% mas). Mientras
que durante el tratamiento con adenosina, TGFo disminuyd en suero en ambos
periodos de tratamiento, siendo mucho més notorio este decremento a las diez
semanas (disminucion a las § y 10 semanas de 46% y 89%, respectivamente}.
TABLA 5; FIGURA 4

Expresién de TGFa en homogenado de higado

La presencia de esta citocina no pudo ser demostrada a través de la metodologia
empleada en el presente trabajo.

Expresion de EGFR en homogenado de higado

Los niveles hepaticos del receptor de TGFa disminuyeron en los animales
cirroticos (44%). Pero después de cinco semanas aumentaron, tanto en |og
higados cirréticos controles como en los tratados con adenosina.  Sin embargo,

después de diez semanas disminuyeron drasticamente en ambos grupos de
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estudio (solucién salina y adenosina), retomando las concentraciones basales
iniciales. TABLA 5; FIGURA 4

EXPRESION DE ENZIMAS QUE DEGRADAN MATRIZ EXTRACELULAR.

Parte de la capacidad remodelativa de matriz extracelular se evalud
mediante la expresion hepatica de enzimas encargadas de la degradacion de
matriz extracelular, asi como la expresion de sus inhibidores tisulares. '

MMP-2

La gelatinasa A & MMP-2 se encontré disminuida (28.4% menos) en el grupo de
cirrosis tiempo cero. Y después de suspender |a administracion de CCl,, se
observé una recuperacién en los grupos de solucion salina y adenosina. TABLA 6

MT,-MMP

La expresion de colagenasa intersticial con dominio parecido a secuencia
membranal no se modificd en fos higados cirroticos tiempo cero. Cinco semanas
despues de la descontinuacion del hepatotéxico auments, y a las 10 semanas
disminuyé adn por debajo del control no cirrotico. Mientras que en el grupo tratado
con adenosina también aumenté a las § semanas, pero mantuvo su expresion
similar a la del control no cirrético al final de 10 semanas de administracién de
adenosina. TABLA 6

MMP-13
La colagenasa intersticial MMP-13 se elevé al final de la induccion de cirrosis.

Después de cinco semanas no se observaron variaciones importantes en los

grupos control ni de adenosina; sin embargo, a las diez semanas se observd un
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aumento en el grupo de solucién salina, que fue prevenido por la administracion
de adenosina. TABLA 6

TIMP-1

La expresion del inhibidor tisular de MMPs tipo | se encontré elevada (35%) en los
higados cirréticos tiempo cero. Cinco semanas después de suspender el CCl,,
TIMP-1 se elevd alin mas (75%), y a las 10 semanas disminuyd hasta niveles
semejantes al cirrdtico tiempo cero. Mientras que la adencsina previno las
elevaciones de TIMP-1 tanto a las cinco como a las diez semanas, manteniendo
niveles similares al control sano. TABLA 6

TIMP-2

El inhibidor tisular de MMPs tipo 2 también se elevd (mas del doble) en los
higados cirréticos de tiempo cero. Después de cinco semanas continué su
ascenso y a las 10 semanas disminuyd hasta niveles semejantes al cirrdtico
tiempo cero. La administracion de adenosina durante 5 semanas no afects el
incremento de TIMP-2, pero a las diez semanas si disminuyd estos niveles,

observéndose niveles similares al control sano. TABLA G
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Vil. DISCUSION

El entendimiento de la cirrosis ha progresado de forma sorprendente
durante los Gltimos afios, ubicando a quienes la estudian frente a un proceso
dinamico que involucra varios niveles de organizacién bicloégica altamente
regulados; que rebasan por mucho el viejo concepto del depésito aumentado de
matriz extracelular en el higado.

Dentro de los mecanismos que regulan el recambio de ia matriz extracelular en
este drgano, se cuentan la comunicacion Y coordinacion entre las distintas células
hepaticas, y los procesos de sintesis/degradacién de proteinas de la matriz
extracelular, de las cuales la colagena figura como elemento central, Todos ellos
se hallan orquestados por un grupo de citocinas, factores de crecimiento y
productos del metabolismo que representan verdaderos elementos de
comunicacion y activacion entre células. (77)

Dada la importancia que tiene el conocer y descifrar esta forma de interaccion
celular, decidimos estudiar algunas citocinas clave en el desarrolio de la cirrosis.
Para tal efecto, utilizamos un modelo animal que nos permitiera estudiar e}
comportamiento de estas proteinas en una cirrosis instalada que es incapaz de
revertir o lo hace muy lentamente, debido a sus catacteristicas intrinsecas {grupo
de recuperacién espontanea: administracién de solucion salina), y otro estado en
el cual si puede revertir (a través del tratamiento con adenosina). En el presente
trabajo, exploramos la cirrosis Y su reversion debido al interés del grupo en este
terreno de la investigacion, y decidimos escoger a las citocinas HGF, TGFq y
TGFB1, ya que segdn [a literatura, sus efectos hepaticos se asociaban de alguna
manera a los observados al administrar adenosina, nuclesdsido que ha sido usado
como inductor de prevencion y reversion de cirrosis experimental en estudios

previos por nuestro grupo. {66,67,70)
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Asi pues se sabe que la adenosina tiene varios efectos sobre el higado cirrdtico,
que en su conjunto promueven la mejoria morfolégica y funcional de este organo.,
Los resultados obtenidos en el presente trabajo confirmaron dichos efectos, de
acuerdo a la evaluacion de las siguientes variables:

Crecimiento del higado y bazo post-intoxicacion. Tradicionalmente se reconoce
que el aumento de tamafo de estos organos en e! modelo, sugiere dafo por
intoxicacion que puede acompanarse de hipertension portal. Al final del periodo
de induccidn cirrética con CCls, el higado y bazo aumentaron de tamario,
confirmando esta premisa. En los animales tratados con adenosina, el crecimiento
hepético revirtié eficazmente retomando su pesc normal;, mientras que en los
animales no tratados disminuyo discretamente el peso de dichos drganos, siendo
esperable esta recuperacion espontanea de acuerdo a las caracteristicas del
modelo. (64)

Caracteristicas histologicas. La fibrosis, necrosis, inflamacién y depositos lipidicos
observados en la cirrosis instalada (tiempo cero), fueron revertidos de forma
significativa y en mayor proporcion en los higados cirrticos tratados con

adenosina, principalmente a las diez semanas.

Funcionalidad Hepética: La funcién sintética del higado (estudiada a través de Ia
concentracién plasmatica de albdmina), y la funcién de metabolismo y eliminacion
hepatica (evaluada por fa concentracion plasmatica de bilirrubina) se vieron
deterioradas en los higados con cirrosis, mejorando al administrar adencsina; sin
embargo, también fue evidente una recuperacion importante en la funcién sintética
del higado cirrdtico tras cinco semanas de libre evolucién. Por otro lado, parte de
la integridad tisular y de vias metabdlicas (determinada por la liberacién ai plasma
de enzimas citosdlicas como ALT y AST, asi como enzimas de localizacion
mitocondrial como GDH), refigjan que la adenosina indujo una répida recuperacion
ante el dafo necrosante del CCl,.
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Una vez confimada |a obtencién del modelo experimental, los siguientes
experimentos se planearon en relacion a la expresion de citocinas o factores de
crecimiento.  Algunos resultados iniciales se habian obtenido en citacinas
hepaticas, posteriormente S€ encontrd una correlacidn con sus niveles de
expresion en suero, por lo que se decidio explorar ambos ambientes. Finalmente
de acuerdo a los resultados obtenidos, se formulan las siguientes consideraciones.

En un panorama general al término de Ia instalacion de cirrosis, la produccion del
estimulo cirrogénico indujo el incremento de TGFB, en higado Y en suero, asi
como la sobreexpresion de sy receptor hepatico. Esta elevacion simultanea, es
Muy probable que potencie el efecto de esta citocina implicada ampliamente en el
desarrollo de un fenotipo cirrético: lo cual explica las alteraciones moerfologicas
observadas en esta etapa, y también esta de acuerdo con la mayoria de las
publicaciones que abordan el tema de la cirrosis. (50.78-81) También en esta
fase, se hizo evidente un incremento de TGFe en suero, lo cual estd de acuerdo
con las observaciones de que TGFa se encuentra elevado en el higado y suero de
animales cirrdticos con procesos malignos (82-85); sin embargo, en nuestras
muestras no hubo evidencia de carcinogénesis, ain en presencia de niveles
elevados de TGFa en suero. Por ofro lado, en términos de su efecto cirrogénico 6
proliferativo el significado de esta elevacian en suero es incierto, ya que Ia
expresion hepatica es baja, o por o menos inferior al umbral de deteccion por
inmunoblot en higado (alrededor de 1 ng/gr), ya que no pudo ser observada
incluso después de inmunoprecipitarla. Mientras que si fue posible su deteccién
€n SUero y en un control positivo de higado (higado en regeneracion); descartando

asi una falla en la técnica utilizada. FIGURA 4 recuadro superior,

El siguiente estadio analizado, fue el periodo posterior a la descontinuacion del
CCls, o periodo de libre fecuperacion.  Aqui se observéd un efecto bastante
interesante en las citocinas, ya que HGF mostré una elevacion paulatina en suerg
al mismo tiempo que redujo su concentracion hepatica. Mientras que TGFp, tuvo
un comportamiento totalmente opuesto, disminuyendo en suero Yy manteniendo
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niveles elevados en higado. Esta expresion mutuamente coordinada, ya ha sido
observada previamente en varios modelos de fibrosis fibrosis in vivo. (19,86-88) Y
existe evidencia de que este efecto de equilibrio reciproco estd mediado por
represion genética a nivel transcripcional. (88)

Al comparar estos datos con la expresién de receptores a las cinco semanas de
recuperacion, prevalece un efecto profibrogénico gracias a la elevacion sostenida
de TGFBy y su receptor en el higado, lo cual concuerda con la marfologia
encontrada en esta etapa temprana. Mientras que a las diez semanas, el receptor
TGFp4RII disminuye paralelamente al incremento de c-met, sugiriends un estadio
menos fibrogénico, que puede asociarse a la leve reversion espontanea que
presentan los animales en esta etapa tardia de recuperacion,

Cabe mencionar también que TGFu en suero Yy su receptor se encontraron
elevados a las cinco semanas, disminuyendo a las diez semanas lo cual sugiere

nuevamente su probable participacién en el proceso.

No obstante que las citocinas hepaticas se consideran factores implicados
directamente en la fisiopatologia de la cirosis, los resultados muestran que las
citocinas plasmaticas también podrian participar indirectamente en dicho proceso.
Esta nocién se apoya en los siguientes hechos: (a) El comportamiento coordinado
entre HGF y TGFp, también se observa en el SUero, pero es inverso a su
expresion hepatica; esto es interesante, debido a que podria existir un tipo de
regulacién de tipo retroalimentacién entre los niveles hepaticos y los sistémicos,
Ademas, la concentracién plasmatica de estas citocinas depende parcialmente de
la preduccion extrahepética de citocinas en érganos como pulmén y rifién, cuya
participacién no se puede excluir en el presente trabajo; (b) Diversos estudios
sugieren que el comportamiento de las citocinas en suero refleja o que ocurre en
el higado cirrético (19,89); (c) Finalmente, la concentracién de citocinas hepaticas
depende tanto de las que son sintetizadas y secretadas por el higado, como de las
provenientes de la circulacién; en cuyo caso la cantidad Yy composicién de
proteinas de la MEC podria jugar un papel importante, regulando la unién al tejido
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hepatico de estas citocinas, afectando de esta forma su biodisponibilidad. (56)

En general los datos de Ia etapa de libre recuperacion, sugieren que el higado
cirrético es incapaz de revertir como resuitado de la suma de efectos de citocinas.
En el higado la tendencia es hacia la fibrogénesis {TGFBy y su receptor elevados
lo cual inhibe la expresion de HGF); y en el suero Ia tendencia es hacia la
proliferacién, (HGF y TGFa elevados, TGFp, disminuido), lo cual podria

relacionarse con los nédulos de regeneracion observados en el higado cirrético.

El Gltimo estadio analizado correspondié al periodo de tratamiento con adenosina
como inductor de reversion en animales cirréticos. La adenosina indujo la
elevacién de HGF en higado junto con la disminucion de TGFpB, a las cinco
semanas, mostrando de nuevo la fegulacion reciproca anteriormente descrita,
pero en este caso a favor de HGF. En el suero, la adenosina increments en forma
simultanea los niveles de HGF y mantuvo elevado a TGFB,. Los niveles elevados
de ambas citocinas se asociaron con la disminucion de sus receptores en el
higado, lo cual sugiere un tipo de regulacion por disminucion {down regulation)
cuando aumenta el ligando en suero. {(90) Sin embargo, esta regulacion a la baja

fié mas notable para ei receptor TGFB4RII,

La adenosina no modifica de forma importante las citocinas en animales sanos, al
menos no se observaron cambios en HGF plasmético al tratar un grupo de
animales control sanos con adenosina. Esto sugiere que su efecto se presenta
s0lo bajo condiciones de cirrosis. Probablemente, las condiciones que subyacen a
la afeccién del higado cirrético, promuevan que tejidos hepaticos y extrahepéticos
sean estimulados por adenosina aumentando Ia produccion de HGF plasmatico.
Esto esta apoyado por el hecho de que en estudios in vivo, se ha observado una
mayor expresion de HGF durante el manejo terapéutico del higado cirrético. (44)

En el presente trabajo, la adenosina también disminuyé los niveles plasmaticos de

TGFa, reforzando un posible papel fibrogénico. Por otra parte, el receptor de EGF
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no se vio afectado por la adenosina. No obstante, cabe mencionar que mantuvo
un comportamiento singular, caracterizado por su disminucion en la cirrosis tiempo
ceroy aumentos durante la recuperacion, observando los principales aumentos en
fases tempranas de recuperacion. Esto sugiere que TGFa en suero si varia de
forma dependiente de adenosina pero su receptor muestra un comportamiento
que puede participar en Ia recuperacion pero de forma independientemente a Ia
accion de la adenosina en este modelo.

Asi entonces durante la administraciéon de adenosina, la tendencia general es
hacia la disminucion de Ia fibrogénesis y regeneracion (92} que correlaciona el
patron de citocinas: HGF elevada en higado y suero, junto con la disminucion de
TGFpy y su receptor, probablemente también TGFq, Los niveles elevados de
HGF y TGFB, en el suero también es interesante, ya que es un comportamiento
que también se ha descrito en regeneracion hepética post-hepatectomia, y ha sido
interpretado como un equilibrio de efectos en donde el aumento de factores
proliferativos (como HGF y/o TGFa) es seguido por niveles elevados de factores

anti-proliferativos (como TGFpB4). (81)

Una vez caracterizadas estas citocinas, se considerd que ellas formaban parte de
un conjunto de factores reguladores en el modelo. No obstante, pensamos que
hacia falta una correlacion mas directa del modelo con factores efectores, que
fueran responsables inmediatos de Ia morfologia observada. De acuerdo a esta
premisa, y con el objetivo de caracterizar mas ampliamente la informacién
fespecto a la actividad colagenolitica, decidimos estudiar la presencia de proteinas
encargadas de la degradacién de matriz extracelular (MMPs), asi como sus
inhibidores tisulares (T IMPs) en el modelo.

Se encontro que al final de fa induccién cirrgtica, habia niveles incrementados de
MMP-13 y TIMPs junto con niveles bajos de MMP-2. Este patrén correlaciona con
la actividad colagenolitica insuficiente del higado cirrético. Tras cinco semanas de
libre recuperacién MT,-MMP aumenté, mientras que MMP-13 ¥y MMP-2 regresaron
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& niveles basales. También se observé un incremento paralelo en la expresion de
ambos TIMPs, y TIMP-2 permanecié elevado a las 10 semanas, Este
comportamiento correlaciona con la actividad colagenolitica menos afectada pero
todavia insuficiente que se observa en la recuperacion. Finalmente, el tratamiento
con adenosina a animales cirréticos, no modificé significativamente la expresion
de MMPs (excepto MT,-MMP a Jas 10 semanas), pero mantuvo los la expresion
de TIMP-1 en niveles similares al control sano, y ademas normalizd el nivel de
TIMP-2 al final del tratamiento de 10 semanas. Estos resultados sugieren que el
aumento de la actividad colégenolitica inducido por adenosina en el higado
cirdtico (92) correlaciona con el patron de expresion de MMPs/T IMPs,
principalmente por el efecto de la adenosina al disminuir los TIMPs.
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CONCLUSIONES

En el modelo utilizado, se confirmaron datos previamente obtenidos de
acuerdo a variables como tamario del higado, caracteristicas histoldgica y pruebas
funcionales.

En cuanto al patrén de expresion de citocinas en gl higado se componts de Ia
siguiente forma: en primer lugar, el grupo de cirrosis instalada se caracterizé un
estado altamente fibrogénico representado por el incremento del TGFB, y su
receptor hepatico. En el segundo periodo, de libre recuperacion prevalecio un
estado pro-fibrogénico dificiimente reversible, favorecido por una coordinacion
reciproca en la expresién del TGFBy y HGF, junto con la expresién de sus
respectivos receptores. Finalmente, durante el periodo de recuperacién con
adenosina, se promovié un estado anti-fibrogénico y regenerativo mediado por la
elevacién del HGF en el higado cirrético, junto con Ia disminucion del TGFB,,
mostrando de nuevo estg regulacion reciproca, pero en sentido inverso.

Por otro lado, en el suero se observaron patrones de expresién del HGF y TGFp,
que siguieron un comportamiento también regulado, que ademas se asociaba a
los cambios hepaticos de estas citocinas y sus receptores. Por lo tanto, no se
puede excluir una posible participacién de fuentes extrahepaticas de produccién
de citocinas, que influyan de manera endocrina sobre el higado cirrético,
sumandose a los efectos autoctinos Y paracrinos de las citocinas producidas por el
higado. Adicionalmente, se sugiere la posible participacién de TGFa: sin
embargo, su confirmacion requiere una mayor caracterizacion en el modelo.

Respecto a la expresion de MMPs y TIMPs, en los animales sin tratamiento los
patrones encontrados correlacionaron con la actividad colagenoiitica insuficiente
del higado cirrético. Sin embargo, el aumento de la actividad colagenalitica que se
ha observado en los animales tratados, correlacioné principalmente con ef efecto
de ia adenosina al disminuir los TIMPs.
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X TABLAS Y FIGURAS

FIGURA 1. CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS DEL
HIGADO

Control sano (5.5.)

5 SEMANAS 10 SEMANAS

CIRROSIS +8.S.

§.5. Solucidn salina; CCly Tetracloruro de carbono:; ADO Adenosina.
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TABLA 1. Peso del higado y bazo.

Hicapo

BAZO

Relacion peso del Error estindar
drgana/peso corporal

Relacidn peso del Error estandar
brganc/peso corporal

Solucion Salina 3.1
CCl; 0 semanas 4.7
Cirrosis + 5.8 5 semanas 3.6
Cirrosis + 88, 10 semanas 3.9
Cirrosis + ADQ 35 semanas 3.2
Cirrosis + ADO 10 semanas 3.2

8.5. Solucién salina; CCl, Tetracloruro de carbong; ADO Adenosina.
* p<0.01 contra el grupo contral sano

** p<0.01 contra el grupo de cirrosis + .5,
p<0.05 conitra e! grupo de cirrosis + §.5.
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0.31
0.37*
0.30
0.25*
0.25%%
0.29%




TABLA 2A. Pruebas de funcion hepatica.

ALBUMINAT

BILIRRUBINA?Y

gr/dL

Emor estindar

mg/dl, Emor estandar

Solucion Saling 3.5
CCly 0 semanas 2.2
Cirrosis + 8.5, 5 semanas 3.1
Cirrosis + 8.8, 10 semanas 2.5
Cirrosis + ADO 5 semangs 3.6*
Cirrosis + ADO 10 semanas I T kil

0.098
0.039
0.189
0.061
0.118
0.065

0.8
2.3*
2.1
1.4*
1.0*
115

gridl. gramos por degilitro; S.S. Solucién salina; CCI, Tetradoruro de carbono; ADO Adenosina.

¥ Concentracion sérica.

* p<0.01 contra el grupo control sano
** p£0.01 contra el grupo de cirrosis + 8.8.
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TABLA 2B. Pruebas de funcién hepatica Il.

TGO GDHY

U/dL Emor U/dl Error
estdndar ¢standar

Solucion Salina 42 179 5.369 1.3

CCl; 0 semanas 324~ 396"  33.544 4.8"
Cirrosis + S.5. 5 semanas 300" 389" 20646 2.6
Cirrosis + 8.8, 10 semanas 145* 229 15.707 2.0
Cirrosis + ADO 5 semanas 81* 215"  14.555 1.3
Cirrosis + ADO 10 semanas 119*** 237 16.569 1.7*

U/dL unidades por decilitro; 5.5, Solucién salina; CCl, Tetracloruro de carbong; ADQ Adenosina.
1 Actividad enzimatica en suero.

* p£0.01 contra ef grupo centrol sano
** p<0.01 contra el grupo de cirrosis + 5.5,
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TABLA 3. Determinacion de HGF/c-met en suero y homogenado
hepatico.

SUERO HOMOGENADO HEPATICO

Promedio® Error Promedio? Eror Promedio® Eror
esténdar estandar medio esthndar

Solucién Salina . 0.088 . 0.041 . 0.050
CCl, 0 semanas . 0.152 . 0.044 . 0.088
Cirrosis + 8.5. 5 semunas ; 0.145 . 0.033 . 0.085
Cirrosis + 8.8. 10 semanas . 0.240 . 0.033 . 0.115
Cirrosis + ADO 5 semanas M* 0.233 . 0.060 . 0.072
Cirrosis + ADQ 10 semanas A" 0.266 - 0.033 . 0.095

HGF Factor de crecimiento de hepatocitos; S.5. Solucién salina; CCls Tetracloruro de carbono: ADO
Adenosina.

V€| promedio fue determinado a partir de unidades arbitrarias de densitornetria, y se expresd coma veces
sobre et controd, asignandoe al control ef valor de 1.

* p<0.01 contra el grupo control sano
= p<0.01 conira el grupo de cimosis + S5,
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Figura 2. Determinacién de HGF / c-met
Western blot de HGF/c-met en suero Y homogenado hepitico

[ Determinacion en suero
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HGF Factor de crecimiento de hepatocitos; 5.5. Solucidn salina; CCL, Tetraclorurs de carbong; ADO Adenosina.
Ei promedio fue determinado a partir de unidades arbitrarias de densitometria, ¥y se expresd como veces sobre el conirol,
asignando al control el valor de 1.

* p<0.01 contra el grupo control sano
** p<0.01 contra el grupo de cirrosis + 5.5,
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TABLA 4. Determinacion de TGFp,/ TGFB RIl en sueroy
homogenado hepatico.

HOMOGENADO HEPATICO

- Emor -4 Ermor
Promedia estandar Promedic estAndar

Solucidn Salina . . 0.075 1.0 0.057
CCl, 0 semanas . . 0.057 1.5* 0.088
Cirrosis + 8.8. 5 semanas ! . 0.088 1.7* 0.115
Cirrosis + 8.5. 10 semanas ) 0.057 1.3 0.060
Cirrosis + ADQ 5 semanas A* (.054 1.0 0.088
Cirrosis + ADQ 10 semanas A 0.085 0.9** 0.076

TGFp, Factor de crecimiento transformante beta 1; TGFP4 Rl Receptor tipo Il del factor de crecimiento
transformante beta 1; $.5. Solucidn salina; CCle Tetracloruro de carbono; ADO Adenosina,

VE| promedio fue determinado a partir de unidades arbitrarias de densitometria, y se expreso coma veces
sobre el control, asignando al contro! el valor de 1.

* p<0,01 contra e! grupo control sano
+* <0 1 contra el grupo de cirrosis + 5.8
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veees 50Dre el Control

Figura 3. Determinacidn de TGFpB; / TGFB, RII

Western blot de TGF 3, /T GFp; Ril en suero y homogenado hepitico
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TGFP, Factor de crecimiento transformante beta 1. TGFB, RII Reccplor tipo 1] del factor de crecimiento transformante beta 1;
5.5, Solucidn salina; CC, Tetracloruro de carbono; ADQ Adcnosina,

1EI promedio fue determinado a partir de unidades arbitrarias de densitometria, y se axpresd como veces sabre ef control,
asignando at conirol el valor de 1.

* p<0.01 contra &l grupo controd sano
“* p<0.01 contra el grupo de cirrosis + §.S.
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TABLA 5. Determinacion de TGFo/ EGFR en sueroy
homogenado hepatico.

HOMOGENADO HEPATICO

Error
Promedio* estAndar

Solucién Salina ; . 0.111
CCl, 0 semanas . . 0.064
Cirrosis + S.8. 5 semanas , . 0.115
Cirrosis + S.5. 10 semanas . 0.058
Cirrosis + ADO 5 semanas . 0.159
Cirrosis + ADO 10 semanas ; 0.081

TGFa Factor de crecimiento transtormante alfa; EGFR Receptor dei factor de crecimiento transformante alfa;
5.8, Solucion salina; CCla Tetracloruro de carbono, ADO Adenosina.

TE| promedio fue determinado a partir de unidades arbitrarias de densitometria, y se expresd como veces
sobre el control, asignando 2l control &l valor de 1.

* p<0.01 contra €1 grupe control sano
4+ p<0.01 contra el grupo de cirosis + S.5.
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Veces sobre el Control

Figura 4. Determinacién de TGFq, / EGFR

Western blot de TGF o /EGFR en suero Y homogenado hepitico
CONTROL POSITIVO

A TGFa inmunoprecipitado de higado
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TGFa Factor de crecimiento transformante alfa; EGFR Receptor del factor de crecimiento transforrnante alfa; §,8. Solucion
salina; CCL Tetracloruro de carbeno; ADO Adenosina

YEI promedio fue determinado a partir de unidades arbitrarias de densitometria, y se exprest como veces sobre el control,
asignando al control el valor de 1.

* p<0.01 contra el grupo control sano
** p<0.01 contra el grupo de cirrosis + S.S,
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