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RESUMEN

El farmaco IFC-305, una sal derivada de adenosiaamostrado ser eficaz en la
reversion de la cirrosis inducida por GC3in embargo es necesario profundizar en el
mecanismo de accion de esta molécula. Los ressltddbefecto de IFC-305 sobre
diferentes células aisladas en cultivos primariemakestran que en los hepatocitos
inhibe la apoptosts asimismo se ha observado la inhibicién de lavacidn de las
células estelarédDado que estos fenémenos estan directamente medats con la
activacion de las células de Kupffer, el objetivel gresente trabajo es conocer si
durante el proceso de reversion de la cirrosiseddarmaco IFC-305 existen cambios
en la poblacion de estas células y de que mantwa s asocian a otros procesos de
inmunomodulacion y metabdlicos. Se empledé un moglel@aracterizado de cirrosis
experimental inducida con Cén ratas Wistar y mediante la administracion dgsdo
intraperitoneales de solucion salina y del farmie©-305 se compararon los efectos
producidos a nivel de celularidad inmune y resfauastioxidante durante el proceso de
reversion. Como resultados el IFC-305 disminuydohigicamente los niveles de
fibrosis y el infiltrado inflamatorio en comparaoiéon el grupo de cirrosis denominado
TO y los tratados con solucién salina. El tratatgenon IFC-305 disminuye la
poblacion CD11b+/CD163+ de células de Kupffer Mbipitamatorias asi como las
concentraciones de citocinas séricas de IL-4, lle1R-6; promueve respuestas de las
enzimas antioxidantes como GHSP y la SOD. El aummesm los niveles de
adiponectina sérica y de la arginasa en homogerggldégado tanto en la actividad
enziméatica como en los niveles de proteina a lags ® semanas de tratamiento,
demuestran que el farmaco IFC-305 es capaz de pmnt@ reversion de la cirrosis
potencialmente a través de un cambio en el estadactivacion de las células de

Kupffer a un fenotipo antiinflamatorio o tambiémdeninado M2.



ABREVIATURAS

anti-KCA-3: Detecta receptor C3 de
complemento en células de Kupffer de rata,
exclusivo para macréfagos, excluye
reactividad con timo, piel, corazén, cerebro,
rilones, sangre periférica y medula osea.

APC: Célula Presentadora de Antigeno
BrdU: Bromodeoxiuridina

C3: Receptor y fragmento especifico de la
cascada de complemento, las interacciones
con éste facilitan y posibilitan la
fagocitosis.

C5a: Glicoproteina de 74 amino &cidos,
factor de la cascada de complemento
potente mediador proinflamatorio.

CCl,: Tetracloruro de carbono.

CD11k Glicoproteina expresada

(subunidad a de Mac-1) por macrofagos y
monocitos y en menor proporcién por
granulocitos, NK, asi como algunas
estirpes de células dendriticas.

CD14: Receptor de naturaleza proteica-
glicofosfatidilinositol anclado a la
superficie de los monocitos y leucocitos
polimorfonucleares. Funge como co-
receptor al LPS (lipopolisacarido) en
colaboracion con TLR4.

CD68. Glicoproteina expresada en la

membrana plasmética de los macrofagos,
pertenece a la familia acidica. Receptor de
union a LDL. Se encuentra en los granulos
citoplasméticos y en el citoplasma de varios
tejidos no-hematopoyéticos como higado y
tibulos renales y glomérulo. También

presente en el superficie de monocitos,
neutrofilos, basdfilos y linfocitos mayores.

COX-2: Ciclooxigenasa-2, una enzima
clave en la generacion de prostaglandinas
proinflamatorias, como PGE
(prostaglandina £.

EBM11: Hibridoma especifico para CD68
en humano.

ED1: Hibridoma especifico para CD68 de
conejo.

ED2: Hibridoma especifico para CD163 de
rata. De la familia de los receptores
scavenger,nvolucrado en la endocitosis del

complejo hemoglobina-haptoglobina y esta
disponible para determinar dafio oxidativo
en tejido inducido por hemodlisis.

Recientemente se ha involucrado como
efector de las vias anti-inflamatorias y
citoprotectoras en mococitos y macrofagos
durante el metabolismo de hemoglobina,
trascendentales en la cicatrizacion.

ERO: Especies reactivas de oxigeno

Fc. Los complejos inmunes solubles
interaccionan con los monocitos y
macrofagos, mediante la regién Fc del
anticuerpo o receptor (iniciales de fraccion
cristalizable).

FITC: Fluorocromo, Isotiocianato de
fluoresceina, rango de absorcion de 410-
550nm.

FL-#: Localizacion del laser de excitacién
para cada fluorocromo en particular, FL1:
FITC; FL2: Phycoerythrein  (PE),
Propidium lodide; FL3: TriColor; FLA4:
DAPI

FSC-H: Por su localizacién respecto al
paso de la muestraorward Scatter
Correlaciona el volumen celular o tamafio.

G6DPH: Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa.

GM-CSF: Granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor; factor
estimulante de colonia granulocitos-
macrofagos.

HIS36: Anticuerpo monoclonal de raton,
conjugado con FITC para citometria,
empleado para la deteccion de un antigeno



semejante a ED-2 localizado en macréfagos
tisulares de rata, excluyendo monocitos y
otras estirpes.

HSC: Hepatic Stellate Cells; células
estelares también denominadas de Ito.

IFC-305: Derivado del acido aspartico y de
la 6-aminorribofuranosil purina (6-ARP,
adenosina).

IL-#: Interleucina, moléculas de naturaleza
protéica involucradas en la cascada de
sefalizacion en la respuesta inmune innata.

IMH : Inmunohistoquimica

INF: Interferon con importantes funciones
inmunoregulatorias, potente activador de
macréfagos con efecto antiproliferativo en
células transformadas.

Ki-M2R : Anticuerpo monoclonal directo
contra el sistema mononuclear fagocitico en
rata. Se expresa por macrofagos de tejido
Unicamente.

KPI: Clona de raton para CD68 en
humano, reconoce un antigeno que persiste
a través de la maduracién de los monocitos
hacia su estadio de macréfago.

Ku-1: Familia de receptores involucrados
en autoinmunidad.

LO-5: Lipooxigenasa-5, su funcion es la de
transformar a los acidos grasos en
leucotrienos, los cuales se involucran en
procesos inflamatorios.

LPS: Lipopolisacarido

LTB4: Leucotrieno B4, estimula la funcion
leucocitaria, incluyendo  quimiotaxis,
produccion de anion superdxido en
adhesion y expresion del receptor C3b

Mac 387 Reacciona con subpoblacion de
macrofagos tisulares, pero es poco reactivo
con los macrofagos germinales. Reconoce
la molécula de calprotectina.

de

MCP-1: Proteina

monocitos.

guimiotactica

M-CSF: Macrophage colony-stimulating
factor; factor estimulante de colonia DE de
macrofagos.

MTT: Ensayo de la deshidrogenasa
mitocondrial (enzima de todas las células
vivas), oxida la molécula amarilla de MTT
(colorante vital) por Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio.

NCP: Células No Parenquimales

NO: Oxido nitrico.

OMS: Organizacién Mundial de la Salud
PCR: Reaccion en cadena de la Polimerasa.

PDGF. Platelet-derived growth factor;
factor de crecimiento derivado de plaquetas.

PE: Fluorocromo, Ficoeritrina, rango de
absorciéon 500-650nm.

PGE2 Prostaglandina E2

Scavenger Bl Receptor para lipidos
involucrado en los mecanismo que
transporte de HDL y ésteres de colesterol,
expresado primordialmente en higado.

SEC. Sinusoidal epitelial cells; células
epiteliales del sinusoide

SSC-H: Por su localizacion respecto al
paso de la muestraSide Scatter
Correlaciona la granularidad por que
difracta la luz que refleja.

TGF: Transforming grow factor; factor de
crecimiento transformante

TIMP : Tissue
metalloproteinases;
metaloproteinasas.

of
de

inhibitor
inihidor

TNF: Tumoral Necrosis Factor; factor de
necrosis tumoral

UFT-4: Empleado para la caracterizacion

de células Kupffer de rata, las células

positivas a este anticuerpo se considera que
en su mayoria son parte del sistema
reticuloendotelial.



A. INTRODUCCION

En la actualidad la cirrosis y el cancer hepatdaeltepresentan problemas de salud
nacional ya que ambos padecimientos tienen unaddeprevalencia y van en aumento.
La Secretaria de Salud, en su informe Eedgrama Nacional de Salud 2007-2012
reporta datos de mortalidad para el afio 2005; dtmd&rosis y otras enfermedades
cronicas del higado son la 3a. causa de muertelpsrhombres, y la 7a. para las
mujeres, con una elevacion del 3% total de casosl gmis’

A la par, se ha visto que el cancer hepatocepriaredido por cirrosis representa 3.6%
de cancer a nivel mundial y la mortalidad por tuesdnepaticos se elevo de 3,928 casos

en 1998 a 5,098 en 2006.

En base a este incremento en el nimero de degesdsmos deducir que hasta el
momento no existe un tratamiento eficaz para ¢stadogias, aunado a los altos costos
que implican y la falta de diagndsticos temprar@in. embargo para el desarrollo de
una nueva opcion terapéutica, es indispensable remu@r los mecanismos que
desencadenan la patologia y principalmente lasoonpsiexistentes, profundizando en

las necesidades y metas reales de la investighégioa y clinica.

Cirrosis

Histéricamente, el término cirrosis se le adjudidaaennec, quien en 1819 en'Braité

de [I'Auscultation’ introdujo a través de las observaciones de graidnlag

neoformaciones, una condicién patolégica del higaldoque llamoKirros” (del griego



KippOc, que significa color amarillo rojizg@orque sefiala el color anormal del 6rgano en

esta condicion.

Para 1978, un grupo de trabajo de la OMS definidr@sis comaoun proceso difuso
caracterizado por la fibrosis y la conversion dedatructura normal del higado en
nédulos anormalds Aunado a esto existe una multiplicidad de sigriésiops como
son la ascitis, hipertensiéon portal, encefalopafmlenomegalia y/o la formacién de

varices esofagicas.

Adicionalmente se han identificado diversas etitdegpara este padecimiehtmdmo

las que se muestran erHigura 1 a continuacion:

Hepatitis B y alcohol
3%

Virus Hepatitis C

Virus Hepatitis B 2504
11%
Hepatitis C y alcohol §
14% \
..... Alcohol
24%

Desconocida
17%

Figura 1. Causas primarias de enfermedad crénica hepdtialificado de la Fuente: Centers for
Disease Control and Prevention, 2004)



Opciones terapéuticas actuales

Los pacientes con un estado avanzado de esta giatsldamente tienen la opcion del
transplante hepéatico, sin embargo la obtenciénod@dbres es compleja y costosa y no
es recomendable en todos los casos, ademas de ugde onllevar diversas
complicaciones. En pocas palabras, esto muestriagestrategias terapéuticas ain no

son suficientes.
B. ANTECEDENTES GENERALES

El farmaco IFC-305 (PATENTE: MX 220786Bjgura 2) es una molécula sintética que
actualmente ha superado los protocolos de las tdsgsas | y 1. Se propone que el

nacleo activo de este compuesto corresponde adaifin de nucledsido: adenosina.
Esta molécula se encuentra presente en el humanmatera constitutiva en el

organismo tanto en la regidén intra como extracelalanuy baja concentracion en
condiciones normales, debido a que su metabolismouwy activo y su tiempo de vida
media muy corto de tan soélo de 5 segundos. Sin yolsus niveles se incrementan

dramaticamente en condiciones de estrés metal§dlico.

S S

KHO OH J

Figura 2. IFC-305. Aspartato de Adenosina.



El rol de la adenosina como molécula de sefalimaftié descrito por primera vez en
1929 por Drury y Szent-Gydrdyitanto como un agente inotrépico negativo como
vasodilatador coronario. Paulatinamente, el conecita de su papel como
inmunomoduladdr estd dando paso a nuevas perspectivas para ektautaocen el
campo terapéutico.

Se ha propuesto que el aparato purinérgico podrfaesentar el sensor ideal,

proveyendo al sistema inmune informacion acercasteldo “de salud” del tejido.

Se conoce que la respuesta inmune tiene comodatationservar la homeostasis tisular
aun después de una lesion, sin embargo las atinescien el control de la respuesta
inflamatoria puede llevar a procesos crénicos teteso la pérdida de la arquitectura y

la funcién hepética en la cirrosis.

En ese contexto, el efecto de la adenosina degartla mayor parte de las células del
sistema inmune es dependiente de su receptor ARpatente accién inmunosupresiva
endogena, reportandose que las células endoteliatesutrofilos son las principales

responsables de liberar altas concentraciones @l®aitha en el sitio de inflamacion e
infecciort. De la misma manera el efecto quimiotactico dadienosina se ha elucidado
como protector, en el sentido de que provee sefjadega el reclutamiento de

macrofagos, los cuales son responsables de lanaekimin de células apoptéticas y
detritos, asi como, en conjunto con las célulagldiécas son capaces de fagocitar y
llevar a cabo la presentaciéon de antigenos enmbate de microorganismos y otros

agentes patégenos.



También se ha sugerido que la adenosina, en lgmset@ardias de los procesos
inflamatorios, contribuye a la resolucion graciasia efecto de inhibicion de los

macréfagos?

Se conoce que la adenosina puede interaccionalasarélulas a través de 4 distintos

receptores: Al, A2a, A2b y A3, que pueden acti@adenilato ciclasa o la fosfolipasa.

También puede ejercer su efecto por medio de toarafpres o ser metabolizada

exdégenamente por nucleotidasas de membrana celular.

En los macrofagos existen 3 tipos de receptores gdenosina (A2a, A2b y A3). Estos
receptores pertenecen a la familia de los 7TMR €Reres de 7 pases
transmembranales) acoplados a proteinas G. Estésinas G o GTPasas son las
responsables de activar enzimas secundarias coattalato ciclasa incrementando el
CAMP intracelular. Dicho cAMP sefaliza para otrosermediarios como la enzima
PKA (proteina cinasa A) que permiten la fosforibecde p38 y p42/44, los cuales a su
vez se unen a regiones en determinados genes, damoconsecuencia una elevacion
en los niveles de IL-10 (citocina anti-inflamatyri@VEGF asi como la disminucién en
los niveles de TNRt, NO y MIP-1alfa™

Tres de estas respuestas (aumento de IL-10, dismdimule NO y TNFa) se han
observado a nivel de tejido hepatico tras el tragata con IFC-305, dando paso a la
propuesta del estudio a detalle del papel de laslaséde Kupffer (macréfagos

residentes del higado) en este efecto.



C. CELULAS DE KUPFFER

El anatomista aleman Karl W. von Kupffer, fue pianen la identificacion de las
células sinusoidales hepaticas. Las células Kupffae constituyen los macrofagos
residentes en el higado, fueron el primer tipolaelno parenquimal caracterizado del
espacio sinusoide. En las siguientes paginas de tabajo revisaremos mas

ampliamente cada uno de los aspectos mas relewdmestas células:

I.  Caracteristicas morfologicas e identificacion:
Estas células representan el 15% de la poblaciataceotal del higado, y constituyen
entre el 80 y 90% de los macrofagos residentes.ododos los macréfagos comparten

propiedades particulares que permiten su difereiteiale otras estirpes celulares.

II. Caracteristicas funcionales:

Constituyen uno de los tipos celulares hepatiaoseeminos de metabolismo y funcién,
mas activos. Estos macrofagos son los principateduptores en el higado de citocinas,
factores de crecimiento y mediadores biolégicament&/os. Tienen la propiedad de
ser células de alta plasticidad lo que les permadguirir estadios diversos de

activacion®?

[ll. Origeny cinética de las células Kupffer. EI modelole CCl:
Existen 2 teorias respecto a su origen: una de silgiere que proliferan de manera
local; mientras que la segunda propone que sopaces de dividirse y derivan de una

célula madre de la médula 6<éa.

-10 -



Las células de Kupffer ejercen funciones vitalesapal organismo tales como la
eliminacién de sustancias extrafias y la reguladénla respuesta inflamatoria e
inmunitaria en el tejido hepatico. Desempefian tamhiin papel fisiopatoldgico

destacado en el dafio hepatico por endotoxinas ahallg/ en la patogénesis de la
inflamacion y fibrosis hepatica, el cual se puestediar mediante el empleo del modelo

de lesién hepéatica con CCI

IV. Larespuesta inmune, la fibrogenia y la inflamacién

La importancia de las células de Kupffer radicagea se ha demostrado que protegen
el parénquima, controlan la regeneracion de losatbefios, toman parte en la
inmunidad antitumoral, participan en el metabolisrde lipidos, lipoproteinas,
protefnas, aminas biogénicas y colagénasi mismo, estan asociadas a dos procesos
gue se encuentran relacionados con la cirrosieyyguson objeto de estudio en nuestro
grupo de investigacion actualmente, uno de ellodaesctivacion del macréfago
resultado de la apoptosis de los hepatocitos.rB) es la consecuente activacion de las

células estelares (HSC), la deposicion de mattiaeglular (MEC) y fibrosis.

V. Estrés oxidante y respuesta antioxidante y su asacioén con las células de
Kupffer:

Las células de Kupffer poseen 2 de las enzimastradsendentales en procesos de
estrés oxidante: la NADPH-oxidasa y la Oxido Nériintasa inducible (iNOS). La
actividad de ambas esté vinculada a un procesotil@eon clasica del macrofago, que
se ha observado durante el desarrollo de la crsose acompara generalmente con el
incremento en las ERO; esto lleva al desequilidebsistema oxidante/antioxidante del

higado.

-11 -



Por otro lado la presencia de la arginasa y suiasgén a la anti-inflamacion adquiere
relevancia ya que esta enzima es capaz de empleasrmao sustrato de la INOS, la
arginina, y con ello inhibir su actividad, promavitd una activacion alternativa del

macrofago.

Dado su papel tan relevante para la fisiopatolbgf#tica, se desarrollan farmacos que
tiene como célula diana a las células de Kupflama es el caso de inhibidores de la 5-
LO (5-lipooxigenasa), los cuales tienen como priapdks inhibicidon de la ruta de
biosintesis de eicosanoides y por ende actuar @ntienflamatorios y anti-fibréticos

en el modelo de cirrosis inducida por GCésto fue observado por el grupo de
investigacién de la Dra. Titds. Ademas se ha posicionado recientemente a la
regulacion de los estados de activacion de ladaséide Kupffer como uno de los
blancos terapéuticos primordiales en un disefi@natide farmacos para el tratamiento

de la cirrosig?

|. Caracteristicas morfolégicas e identificacion

Generalmente, las células de Kupffer se sitlaneskats células endoteliales y emiten
prolongaciones citoplasmaticas al espacio de Dmgsgendotelial, lo que les permite
estar en contacto directo con los hepatocitos HB&. La ultraestructura de las células
de Kupffer en el higado de la rata muestra un coatdarregular pero de forma
basicamente estrellad® '’ Por su parte, la superficie celular presenta nasosr
microvilli e invaginaciones en forma de lineas dadas que parecen estar implicadas
en la endocitosis® *°El citoplasma es rico en diferentes vesiculagditioplasmaticas,

al tiempo que presenta mitocondrias, un aparatGalgi extenso, abundante reticulo

-12 -



endoplasmatico rugoso, y un conjunto de difereetricturas vacuolares y cuerpos
densos que varian en forma, diametro y densidadeyognstituyen el desarrollado
aparato lisosomal de la célula de Kupffer. Comotepate los componentes del
citosqueleto encontramos un sistema muy activo ideofitamentos y microtibulos de
actina y miosina, asi como filamentos de vimentimge permiten tanto el

mantenimiento de la estructura celular y la mignacielular®

Figura 3. Microscopia electrénica de una célula Kupffersi2d horas in vitro (5400X.

La identificacion de las células de Kupffer se dlev cabo habitualmente utilizando la
combinacion de diferentes métodos. Uno de los mdsillos es la tincion de Giemsa,
ya que estas células presentan un citoplasma hesofiistintivo y el nudcleo se
encuentra localizado excéntricamente usualmentdfodea oval o melladd® La
siguiente TablaRigura 4), muestra una relacion de caracteristicasitro propias de
los macrofagos y el comportamiento especifico decilulas Kupffer, tanto recién

aisladas como a las 24 y 48 horas de cultivo.

Kupffer

Oh 24 h 48 h
%

Esterase* 95.4 99.0 100.0
Peroxidase} 0.0 0.0 0.0
Phagocytosis§ 1.3 8l1.5 89.0
Pinocytosis| 80.6 90.4 97.0
Fe Receptorsf 66.5 84.3 94.5
C Receptors 0.0 37.5 54.0
In vitro labeling** 0.8 0.8
Pulse labelingtt 1.0

* Diffuse cytoplasmic staining; a-naphthyl butyrate as substrate.
t Located in granules; determined by the Kaplow method.
§ Ingestion of opsonized Staphylococeus epidermidis at 0 h determined in cell suspensions under
slow rotation and at 24 and 48 h in macrophages attached to a glass surface.
| Dextran sulphate.
9 Cells with ingested erythrocytes and rosettes.
** Incubated in medium with 0.1 uCifml [*Hjthymidine.
$1 1 h after 1 pCi/g [*Hlthymidine intravenously.

Figura 4. Tabla de caracteristicas de los macréfagos Kupffer
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En el higado de rata, las técnicas mas utilizadss gu identificacion son la presencia
de actividad peroxidasa enddégena junto con la déteale la actividad fagocitaria

mediante particulas de latex, oro coloidal o ca36n

La célula de Kupffer se distingue claramente dentosiocitos circulantes por presentar
la actividad peroxidasa localizada especificamentes| reticulo endoplasmatico y la
membrana nuclear, mientras que en los monocito®xguesion sélo es a nivel

lisosomal. Sin embargo, tanto la positividad paapéroxidasa como la actividad
fagocitaria son criterios que deben utilizarse poecaucion por varios motivos: en
primer lugar, la técnica de la peroxidada es munhse fiable y reproducible cuando se
trata de preparaciones celulares. En segundo legael higado de rata y segun el
método de fijacion utilizado, las SEC también pumepeesentar actividad peroxidasa.
En humanos, hay discrepancia sobre la fiabilidadlad@resencia de actividad de
peroxidasa como marcador de las células de Kupffer.

La actividad de esterasa no especifica, es un&#éniy utilizada en la identificacion

de estas células, pero necesariamente se ha deéneorobn otros métodos para poder
diferenciar a las células de Kupffer de macrofagéirados en el higado. Es por ello

gue también es posible diferenciar a las célulasfféu por medio de la actividad de

G6PDH, ya que exhibe un incremento de 5-8 vecespoima de la de las células

endoteliales®'?®

- Inmunohistoquimica
Quiza el método mas fiable para su identificaci®taadnmunohistoquimica mediante el
empleo de una bateria de anticuerpos monoclonatesmparcadores especificos. En el
higado de la rata, los anticuerpos mas utilizadoses ED1 y el EF*?® los cuales

reconocen, respectivamente, un antigeno de memlbisosmal presente tanto en
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macrofagos residentes como en circulantes y ugeardide membrana especifico de las
células de Kupffef*?’ Alternativamente, existen otros anticuerpos capaeedetectar
proteinas de expresion especifica en células ddfé¢upn el higado de la rata, tales
como el Ki-M2R*?® el UFT-4, el Ku-1 o el méas recientemente caridp anti-KCA-
3292 para el estudio inmunohistoquimico de las céldKupffer en humanos, se
utilizan anticuerpos contra proteinas caractedstiade las células del sistema
mononuclear fagocitico. Entre los diferentes amtipas policlonales y monoclonales,
destacan aquellos que reconocen especificametisozima y los anticuerpos contra
KP1*®, Mac387, EBM11, CD68. Alternativamente, CD14 se émpleado como
marcador en la deteccién por inmunohistoquimica yha reportado su uso para la
cuantificacion por citometria de flujo o por el elivde expresién del receptor con RT-

PCR en muestras de origen humého.

- Citometria de flujo
Otra técnica de identificacion es la citometria ftlgo, la cual se basa en el
reconocimiento de receptores especificos de membrasta metodologia no soélo
permite su identificacién, sino un analisis cuatitto de cualquier poblacion celular.
En este sentido, CD11b es uno de los marcadorescom8nmente empleados en la
identificacibn en general de macrofagos y HIS36 @0163 (ED-2) fungen como
marcadores especificos de células de Kupffer o dfegos tisulares. Estos anticuerpos
especificos generalmente estan acoplados a urofiwmno, el cual es excitado por
laseres especificos y cuya fluorescencia es ddeegtaamplificada, de acuerdo a la

longitud de onda de emision (FITC para FL1, 510620 PE para FL2, 580 nm).
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CD11b

Es el receptor proteinico de iC3 con un peso dekDgbtambién es reconocido como la
cadenao. de la integrina MAC-1, forma MAC-1 por la unionCD18. Se expresa en
monocitos, granulocitos y células T y B. Esta sutach de MAC-1, media las

interacciones entre neutrdfilos y monocitos corralotelio estimulado, la fagocitosis
de particulas cubiertas con iC3b, la diseminacida guimiotaxis de leucocitos. Se le
reconoce como la molécula de unién a ligando qumea a C3b, ICAM-1, ICAM-2 y

fibrindégeno.

CD1l1c

Es la cadena de las integrinas Xgxp2, CR4, con un peso de 145 kDa. Forma un
dimero con CR4 al unirse con CD18. Se expresa enoaitos, macréfagos,
granulocitos y células dendriticas. También funaioamo subunidad del complejo con
CD18 que es similar al complejo CD11b/CD18, coguws actia de forma cooperativa,
la forma de complejo CD11/CD18 es la que se encaeptincipalmente en lo

macroéfagos tisulares.

CD163

Es una glicoproteina monocatenaria tipo | (GH1/64h un peso de 130 Kda. Se
expresa en monocitos, macréfagos, células estrendalda médula 6sea; subgrupo de
progenitoras eritroides. Participa en la interatci@e células progenitoras
hematopoyéticas y células hematopoyéticas y céedasmales y en la endocitd8is
Se ha descrito en humanos que este receptor, @esdgvenger, contribuye tanto a la
produccion de citocinas pro como anti-inflamatoré@sm un papel importante en la

inflamacién y defensa a los agentes patdogenosatan eéste receptor se expresa en los
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macréfagos tisulares y su contribucién es proim#oria incrementando citocinas

como IL-1, IL-6 y NO*°

Il. Caracteristicas funcionales.

En condiciones fisioldgicas, las células de Kupéfiaminan de la circulacién sanguinea
todo tipo de particulas extrafias, innecesariasteradlas mediante el proceso de
fagocitosis. También participan en el metabolismedas lipoproteinas y desempefian
un papel clave en el proceso de captacion y détaxibn de la endotoxina que llega
del flujo venoso portal. Al igual que otros fagositmononucleares, actian como
células presentadoras de antigenos activando pagsts inmunitaria derivada de los
linfocitos T, y también pueden desencadenar unguessa citotoxica semejante a la
realizada por las células NiKdtural killer) para eliminar células tumorales circulantes.
El proceso de activacion de los macrofagos da lugda secrecion de potentes
mediadores bioldgicos como radicales libres deosadkl oxigeno, intermediarios del
nitrégeno, numerosas citocinas y eicosanoides.

Sin embargo en recientes publicaciones se hanitbediferentes estadios de activacion
para los macrofagos: M1y M2, y se ha demostragdagicélulas de Kupffer presentan
la capacidad de polarizarse a cualquiera de estofedotipos, y que la presencia de un
fenotipo M2, promueve la proteccién hepatica erosis alcohélic&’ Esta dualidad se
debe a su plasticidad celular, la cual le confiareapacidad de tener todo un espectro
de activaciéon con fenotipos diversos, pero de nzageneral se les ha denominado M1-

proiinflamatorio por un mecanismo de activaciGisda y M2-anti-inflamatorio por la
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via de activacion alternatitfacada uno contribuyendo con diferentes fenémenda de

respuesta inmurfie como se describe enffigura 5.

7 M1. VIA CLASICA N/ M2. VIA ALTERNATIVA N\
CITOTOXICOS ANTIINFLAMATORIOS
- Sefial de activacion: INF-y, PAMP’s, LPS - Sefial de activacion: IL-4, 1L-10, TGF-,

también asociado a adiponectina
- Principal enzima de identificacion: iNOS
- Principal enzima de identificacién: Arginasa |
- Secretan: IL-12, IL-1j3, IL-6 y quimiocinas,

QNF-G j & Secretan: IL-10, TGF-B j

Figura 5. Comparacion entre las dos vias de activacion padfagos

Se ha descrito que la polarizacion a estos feratimoede mediarse por la sefializacion
dependiente de la adenosihay reciente se ha confirmado que esto es deperdien
los receptores A2a y A3bpara el fenotipo antiinflamatorio.

Los macréfagos de tipo M1, dependientes de laaaitim clasica, la cual consiste en la
accion de citocinas del tipo |, como interfergr({NF-y) o el factor de necrosis tumoral
TNF-a o por el reconocimiento de PAMP’s (patrones mdblees asociados a
patdgenos, por ejemplo: LPS, lipoproteinas, RNAddele cadena, etc) por medio de
los TLRs, exhiben una alta actividad microbicidaliberan varias citocinas pro-
inflamatorias (IL-B, IL-6 e IL-12), ademas de poseer actividad citm#@xy
antiproliferativa, debida en parte a la liberacétinespecies reactivas oxigeno y oxido
nitrico; cooperando con ello en el desarrollo déialtisular.

En contraste, los macréfagos tipo M2 se activampextio de rutas alternativas, en base
a lo cual puede subdividirse en 3 tipos de respaed) M2a: activados por IL-4 6 IL-
13; 2) M2hb: activados por complejos inmunes en déoatdidn con IL-10 LPS; 3) M2c:
activados por IL-10, o TGF. Estos ultimos (M2c)aesasociados a la respuesta de tipo
Th2, liberando IL-10 e inhibiendo la proliferacidas células T. Juegan un papel

importante en la resolucién de la inflamacion véa dctividad fagocitica de los
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neutrofilos en apoptosis, reduciendo la producai@ncitocinas proiinflamatorias e
incrementando la sintesis de mediadores importagieta remodelacion de tejido,
angiogénesis, reparacion y cicatrizacion. Uno denharcadores que se han utilizado
ampliamente para su identificacion es el reconamimoi de la actividad de la enzima

arginasa. Las principales caracteristicas fenat$pse enlistan a continuacion:

TIPO DE MACROFAGO | SENAL ACTIVADORA | FENOTIPO

INF-y Liberan citocinas proiinflamatorias (TNF-a, IL-1, IL-6).
TNF-a Expresan MHC-II
Ml’ACTIVACION M1 GM-CSF Presentan antigenos a células T
CLASICA LPS Citotoxicos
PAMP's Microbicidas
Destruccion y lesién tisular
Fagocitosis
Estimulan proliferacién
M2a IL-4 Promueven reparacion de tejido
IL-13 Expresan receptores scavenger

Expresan MHC-II
Presentan antigenos a células T

Microbicidas
P Fagocitosis
M2 ACTIVACION
ALTERNATIVA M2b Complejog inmunes Expresan MHC-I
TLR agonista a IL-1 Presentan antigenos a células T
Expresan receptores scavenger

Liberan IL-10, TGF-B, PDGF

Altos niveles de arginasa

Anti-inflamatorios (bajo regulan la respuesta M1)
IL-10 Liberan proteinas de matriz extracelular
Promueven la cicatrizacioén, reparacion de tejidos
Inflamacion crénica

M2c

Figura 6. Tabla comparativa de los principales fenotipoace/acion de macréfagos M1/M2.

Es de resaltar que es justo la plasticidad de éslatas para modificar su fenotipo a
distintos tipos de activacion, la que podria savelen la activacion de procesos de
reparacion de tejido. A la par las células de KeampfEomparten caracteristicas

funcionales de todos los tipos de macrofagos.

1. Fagocitosis

La endocitosis en las células de Kupffer se putnlarl a acabo mediante 4 tipos de

estructuras celulares: seudopodos fagociticos, olasu vesiculas de pinocitosis e
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invaginaciones. La captacion de particulas puede déecta, aprovechando sus
particularidades fisicoquimicas, o bien mediadarpoeptores especificos. Las células
de Kupffer expresan tanto receptores para Fc coana §3, de manera que se unen
especificamente a los inmunocomplejos y los fagocifTambién son capaces de
reconocer y fagocitar glicoproteinas o glicoconflag de oro coloidal, carb6on o
albumina sérica a través de receptores especifiera fucosa y galactosa. La
fibronectina plasmatica es una glicoproteina dic@mue también actda como un
potente agente opsonizante para facilitar la captag la degradacion de particulas
extrafias por las células de Kupffer. Sin embargmn pgsar de la existencia de sitios de
unién en la membrana de las células de Kupffer,raise han caracterizado receptores
especificos para esta proteina en estas células.otfm lado, la endotoxina es
reconocida por la molécula de membrana CD14 y spome que constituye un
intermediario de su interaccién con las molécuad dR-2 y 4, que activan mdltiples
vias intracelulares de activacion, dependientedgd88. El papel de CD14 parece
particularmente importante toda vez que se ha waderun incremento en su expresion
por efecto de tratamiento con alcoftbAsimismo, esta molécula favorece la activacion
de macréfagos (via clasica) o neutréfilos paraidaracion de citocinas (TNF) y el
incremento en las moléculas de adhesion. Por esopearcador se ha empleado para la
identificacién de esta poblacion celular mediamate tEcnicas de citometria de flujo y

PCR3

Activacion por fagocitosis de hepatocitos apoptistic
Es importante mencionar que existe una correladi@ttamente proporcional entre la
apoptosis de los hepatocitos y el proceso de famgigiy activacion intracelular,

durante los procesos patolégicos hepaticos, talem da cirrosis. En cirrosis y fibrosis
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hepatica en particular, se ha descrito desde el 282, una asociacion entre la
apoptosis de hepatocitos por la presencia de dsSrhepatotdxicos, como el etanol o
el CCl.. Se sugiere que los cuerpos apoptaticos son sefieente para que las células
de Kupffer se diferencien en un fenotipo M1, porgize se propone que el cuerpo
apoptdtico actua via los TLRs (sefial tipo PAMPReagando cascadas de activacion
intracelular y activando la expresion de genes ittzinas proiinflamatorias. En la
Figura 7 se describe brevemente la relacidbn entre apoptodibrosis. Aqui se
reconocen dos fendmenos principales que son cosrsgieu de la activacion de
macroéfagos: el primero es la liberacién de TG ue activa a las células estelares vy,
por tanto se induce la acumulacion de matriz eslwar durante el proceso
profibrético y por otro lado la liberacién de Fagahdo que promueve la liberacién de

citocinas inflamatorias.

Apoptotic Stimulus

~ Hepatocyte
CXC-Chemokines:
Inflammation < :itil?-a 3
' e {f? Apoptotic bodies
- GRO-c:—fi—y 52?

| -Ke

v

HSC

Fas ligand i
K

HSC Aetivation ¢ Collagen I %

HS5C Apoptosis
Fibrosis

Figura 7. El esquema muestra la relacion que existe entrelleccion de apoptosis en hepatocitos por un
estimulo hepatotdxico, la activacién de célulaskdpffer y la consecuente activacion de células
estelares?

Sin embargo probablemente existe un segundo tipmatrofagos involucrados, los

M2c que exhiben este mismo comportamiento profiémémp, aunque se consideren
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anti-inflamatorios, ya que su mecanismo de actora@s distinto via IL-10 y TGB;

relacionandolos directamente con la respuestaniafiaria crénica.

2. Liberacion de factores de crecimiento y mediesiinflamatorios
Las células de Kupffer se activan por particulgmégadas y por la union a través de
receptores especificos de compuestos como ésterderiobl, LPS, fragmento del
complemento C5a, factores de crecimiento como GM-€#-CSF, interferorny (IFN-
v) y factor de necrosis tumoral (TN¥- La endotoxina procedente &scherichia coli
o de otras bacterias (LPS) suele ser el compuedtibtualmente utilizado en el estudio
de la activacion de estos macrofagos. Se consmiggalos signos indicativos de la
activacion de las células de Kupffer son el incnetmede su actividad fagocitica, la
mitosis, el aumento de la rugosidad de la membrasa,como la liberacién de
compuestos con actividad biolégica. Entre éstosadas los mediadores inorganicos,
como el i6n superdxido producido por la NADPH-osdajue tiene como objetivo el
inactivar y destruir el material fagocitatfo.
Ademas de los radicales libres del oxigeno, laglalde Kupffer activadas sintetizan
oxido nitrico, proteasas, citocinas, como R,-1L-6, IL-10, TNF«a, TGFf, IFN-y,
acido araquidonico, prostaglandinas (PG) y leueotrs. Algunos de estos productos
son también estimuladores o inhibidores de su arsipitesis. Asi por ejemplo, el TNF-
a estimula la sintesis de PgHKue a su vez inhibe la liberacién de TdHPor otro
lado, la presencia de IFN-estimula la produccion de Pl TNF-, a la vez que
suprime la sintesis de ILB1También se ha comprobado taimaitro comoin vivo que
el IFN-y puede desencadenar una respuesta citotoxica @élldas de Kupffer contra

células tumorales.
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Gran parte de los mediadores liberados por ladasétle Kupffer ejercen sus acciones
de forma paracrina sobre las células adyacentesj&uplo, la IL-1 por si misma o en
combinacion con la IL-6 y el TNE-no s6lo modula la sintesis de ADN y la cantidad de
proteina en los hepatocitos, sino también actuaesebmetabolismo de glacidos y
lipidos, asi como la sintesis de albumina en eslatas; al tiempo que puede favorecer
la secrecion de adiponectiffaAsimismo se ha demostrado que eicosanoides cosno lo
cisteinil-leucotrienos actian de forma paracrinaredas HSC e inducen un incremento
de la concentracion intracelular de calcio y sutrameion, mientras que el LTB4 y la
PGEZ2 liberados por la célula de Kupffer inducesderecion de IL-8 en los hepatocitos

circundantes.

[ll. Origen y cinética de las células Kupffer. El odelo de CGJ

En la actualidad todavia existe gran controversibres el origen y la capacidad
proliferativa de las células de Kupffer en condigi® normales. De acuerdo con la
literatura, los macréfagos residentes en un tejidoceden del reclutamiento de
monocitos circulantes y por lo tanto serian céluag/ especializadas de vida corta,
terminalmente diferenciadas y sin capacidad pralifea® Sin embargo, en estudios
experimentales se ha observado que la poblaciomatr6fagos tisulares o de sus
precursores no se ve afectada por la induccion adieoaitopenia grave mediante la
administracion de estroncio (Sr) o la irradiaciéac€ionada de la médula ésea. Estas
observaciones serian compatibles con el conceptmlaente vigente de que, en
condiciones normales, la poblacién de células deffi€u es capaz de proliferar

localmente y mantenerse durante largos periodoa siporte de monocitos circulantes.

-23-



De hecho, estudios de ontogenia hepatica sugiareristencia en el higado de 2 tipos
de macrofagos de distinto origen hematopoyéticguSestos estudios, existiria una
poblacion de macréfagos procedentes de los momocitoulantes originados en la
médula ésea y otra poblacién de macréfagos tisilasultantes de la hematopoyesis
temprana acontecida durante el desarrollo embimriza capacidad proliferativa de las
células de Kupffer ha sido también analizada etinttic modelos experimentales,
confirmando el potencial mitotico de estas célutas condiciones normales y la
posibilidad de modular tantin vivo como in vitro su maduracion y capacidad
proliferativa mediante factores solubles, tales c@nM-CSF.

La capacidad proliferativa de las células de Kup#fdquiere mayor relevancia en el
curso de los procesos inflamatorios hepaticos co8niEn este sentido, se ha descrito
gue la poblacion de células de Kupffer se incremesignificativamente durante las
etapas iniciales de la lesién hepafit&n el caso concreto de la fibrosis inducida por
CCly, la poblacién de células de Kupffer triplica sumaiio entre las 4 y las 8 semanas
de tratamiento, dependiente de la concentraciérieamip de dicho hepatotoxiCOEN

la Figura 8 se muestra el comportamiento teérico de la pafmadurante la induccién

experimental de la cirrosis por GCI

>

Inflamacion Fibrosis Cirrosis

N.= de células de Kupffer

| | 1 T | | |
0 2 4 & 8 10 12 14
Semanas de tratamiento con CCI,

Figura 8. Grafica de cinética de la poblacién de célulaKuieffer en el dafio hepatico por GE&i
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Durante la cirrosis experimental, se propone geec&ulas Kupffer participan como
consecuencia del incremento de los niveles deccglcie estrés oxidante por el GCI
promoviendo la liberacion de eicosanoides toxicdasycitocinas por un mecanismo
dependiente de calcio intracelular y de INE: * %* Ademés, en este modelo
experimental existe una asociacion muy estrecha ehnimero de células de Kupffer
y el grado de desarrollo de fibrosis. Sin embauy@ vez la cirrosis se ha establecido,
el nimero de células de Kupffer disminuye signtfiGanente coincidiendo con la
aparicion de una alteracion en la funcién reticattelial y fagocitica del higado.
Actualmente no se ha determinado si el aumenta geblacion hepatica de células de
Kupffer durante la lesion ocasionada por £€% consecuencia del reclutamiento de
monocitos circulantes o de la proliferacion local cklulas de Kupffer, aunque se

sugiere que posiblemente sea el resultado de apnbossos.

Ademas de ser el principal tipo celular responsaldela liberacién de productos
biol6gicamente activos en el microambiente hepata® células de Kupffer activadas
incrementan significativamente su namero en el ddgéPor ejemplo, en las 6 h
posteriores a la administracion de €&8& ha observado su aumento, alcanzando un
méximo a las 72 h. Su papel clave en el desarddlda lesion hepética ha sido
confirmada al inactivar o eliminar selectivamentstae poblacion mediante el
tratamiento con cloruro de gadolinio (Gddtomo se muestra en fagura 9; en estas
circunstancias, no se observaron incremento erlesivde aspartato aminotransferasa
(AST) o la muerte de las células hepéaticas paremgjes tras la administracion de GCI
ligado invariablemente a los productos secretadodgs células de Kupffer como las

propias citocinas y los eicosanoidés
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IV. Larespuesta inmune, la fibrogenia y la inflaation.

La respuesta inmunitaria adaptativa ocurre posterita respuesta inflamatoria, y en
ella las células inmunoldgicamente competentes @eitys-macrofagos y linfocitos)
migran y se activan en respuesta a sustanciasadi@erdurante la fase inflamatoria
aguda (IL-B, IL-2, TNF-, leucotrienos). El desarrollo de la respuesta mtatia
suele ser transitorio y autorregulable por el praejido cuando el agente agresor es
neutralizado o fagocitado. Sin embargo, cuandomstocurre se llega a la fase cronica
de inflamacién en donde se liberan numerosos mediad GM-CSF, TNFe, I[FN-y,

PDGF) que autoperpettan el proceso inflamatorio.

Fibrogenia

La fibrosis hepatica es el resultado de un progdgkmatorio y de reparacion del tejido
gue se produce en respuesta a una agresion egtdrnimado. De forma muy resumida,

se puede decir que la inflamacion es la respuesénsiva de los organismos vivos a la
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agresion de agentes externos, y comprende un arapfiaico de eventos como la
activacion enzimatica, la liberacion de mediadosedubles, la extravasacion de
fluidos/células, la adhesién y migracién celuldaydestruccion del tejido lesionado v,
su posterior, reparacion. En condiciones normatesliante la respuesta inflamatoria se
consigue eliminar el agente causante del dafo icep&in embargo, en determinadas
circunstancias, especialmente si el dafio se geaterforma crénica, la respuesta
inflamatoria no se resuelve de forma adecuada aussperpetla en el tiempo, dando
lugar a procesos de secrecion inadecuada de neatriacelular y a la aparicion de
fibrosis**

El principal tipo celular responsable de la seémeale proteinas de matriz son las HSC
en su estado activado. Por este motivo, la actimagi proliferacion de las HSC
constituye un proceso clave en el desarrollo desib hepatica. Por su parte, las células
de Kupffer, desempefian un papel primordial en tavagion y proliferacion de las
HSC. En este sentido, se ha observado que el meddicionado procedente de cultivo
de células de Kupffer promueve la proliferacionlae HSC y la sintesis de colageno,
proteoglicanos y hialuronato, efecto que es méastaado cuando las células de
Kupffer proceden de higados de ratas tratadas c6h*C Se han identificado
numerosos compuestos liberados por las célulasupdfdt que pueden ejercer este
efecto proliferativo y estimulador de las HSC, wrenellos destacan el TGk-

eicosanoides, PDGF, TNk-IL-1p e IFN+y.

Las células de Kupffer siendo las principales pobolas de MMP9 contribuyen
mediante la degradacion de la matriz extracelulaesdotelial, la cual, como es sabido,
mantiene a las HSC en su estado quieséértas células de Kupffer activadas son las

principales productoras de colagenasa tipo |V/geat tipo B con capacidad de digerir
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esta matriz extracelular y por lo tanto de indleciactivacion, proliferacion y migracion

de las HSC.

La cirrosis como un proceso de inflamacion croénica.

Dependiendo de las condiciones, algunos microosgars son capaces de evadir los
mecanismos de eliminacion por el sistema inmumwitatievar a una infeccién crénica o
latente en el higado, por ejemplo los virus de Hepaausante de la cirrosis. Estos
virus poseen componentes en la pared celular gyeeleniten resistir la fagocitosis, tal
es el caso del virus de hepatitis B y C, pero nenesecanismo de evasion exclusivo o

Unico.

Adicionalmente, otras moléculas de exposicion c@nales como el etanol o el GCI
pueden inducir una reaccion inflamatoria crénicaivel hepatico y dar lugar a una
lesion tisular grave. Asimismo puede ocurrir infeidn cronica como consecuencia de

procesos autoinmunes o por la lesion tisular qoenpefia a muchos tipos de cariter.

Activaciéon de Induccién de infiltracién de rponccl'os
Reclutamiento de PMN Macréfugos
Célula de Kupffer MCP-1, GM-SCF . _
Lesién crénica b 83 ox AR A fravés del flujo sanguineo
hepdtica & a4 migracién de PMN, DC, NK, Linf. B
( EtOH, HVB, CCl4) é INF-y 5 Activacién de linfocitos T &T
- — g -, 22—
Hepatocito }.E.' / TGF-b, PDGF. Activacién de las células
IL-1B, NO, PG, s \ (miofibroblastos) -

d [ Deposicién de MEC
o ) Ll
) VEGF, PG
o Célula Endotelial /

R b s T e q IL-6, 1L-12, TNF-alfa A

Activacién de la Respuesta Inmune Innata ‘ ‘ Inflamacién ‘ Inflamacion crénica | | Fibrosis Cirrosis ‘

Figura 10. La cirrosis como un proceso de inflamacién cranica

La acumulacion y activacion de macréfagos consituya piedra angular de la

inflamacién crénica. Las citocinas liberadas porcrmifagos activados de manera
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cronica estimulan la proliferacion de fibroblastogdiante la transformacion de las
HSC quiescentes y la produccién de colagena. Wndtejido cicatrizal se desarrolla
en los sitios de inflamacion cronica mediante usceso denominado fibrosis a través
de la acumulaciébn excesiva de MEC, respuesta quedepunterferir con el

funcionamiento tisular normal. Adicionalmente sesateadena un estrés oxidante
producto de la liberacion de i6n superdxido y Oxidtrico, cuyas fuentes principales
son los propios macréfagos activados. Es posible digha inflamacién origine

granulomas, consistente en una zona central dedfagos activados rodeada por
linfocitos también activados, rodeados por excasondtriz extracelular. A menudo el
centro de este granuloma contiene células gigamdtinucleadas formadas por la

fusién de macréfagos activados.

Por otro lado, se considera que las células def&upmbién estan implicadas en la
patogénesis del rechazo agudo del higado, puestesias macréfagos son capaces de
modular la respuesta inmunitaria local al actuamaocélulas presentadoras de
antigenos, de regular la activacion de los linfecit y de participar en el desarrollo de

tolerancia a antigenos solubles de origen gasgstingl.

Biomoléculas del proceso inmune.

INF-y. Esta citocina va a ser producida y secretadapiidas células T y NK, aunque

esto va a depender del tipo de sefales tisularsa Bolécula posee diversas
actividades pleiotropicas que contribuyen a lacigacinflamatoria, entre las cuales se
encuentra su capacidad para activar macrofagosu Estado activado clasicamente, los

macrofagos muestran un aumento de la expresionotfecatas como MHC I, mayor
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actividad microbicida y secrecion de citocinas.d¥bstante en una inflamacion cronica,
los macrofagos activados liberan enzimas hidralitie intermediarios reactivos de

oxigeno y nitrégeno, que provocan dafio a los tgjalicundantes.

TNF-a. En el modelo de CGl se ha demostrado la participacion de factores
quimiotacticos tales como el TNE® El TNF- provee sefiales importantes para el
reclutamiento de monocitos y fibroblastos en lapas iniciales de lesiones hepéticas.
El TNF-a del higado parece ser secretado en mayor propqguoitlas células Kupffer y
existen reportes de que la activacién de éstasegmeva lesién hepatica inducida por
alcohol?® Asimismo, actta de manera sinérgica con el Nfara iniciar la reaccion
inflamatoria crénica, al tiempo que promueven camlgn ICAM-1, selectina E y MHC
de clase I. Este cambio en la cantidad de moléddasdhesion intracelular facilita el
reclutamiento de células sanguineas (neutrofilonfpcitos) durante la reaccién

inflamatoria crénica.

MCP-1. También conocida como MCAF (“monocyte chemotacaitd activating

factor”) o CCL2 actua de forma selectiva sobre aoibines de monocitos, macréfagos,
linfocitos T y basdéfilos, mediante unién a recepsoespecificos. Se piensa que la
capacidad de MCP-1 de activar la quimiotaxis sobstos tipos celulares esta
relacionada con la inflamacion cronica. La proddcecde MCP-1 esta usualmente
retardada pero sostenida por varios dias, su peaucio sensibiliza a las células y
conduce a un reclutamiento tardio de monocitos.irksresante destacar que la
estimulacién de neutréfilos con citocinas inflamme® por varias horas produce
selectivamente MCP-1, observandose ademas quenelejo IL-6-IL-6R puede activar

a las células endoteliales para secretar IL-8 y MCP
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Estas interrelaciones entre citocinas y quimiocs@gproducen en todos los procesos
bioldgicos donde intervienen estas proteinas, eglfmel interés de su estudio en este

trabajo.

Interleucinas.

IL-1 B. Esta interleucina es secretada de manera inraeglige la presencia de dafio en

el tejido y depende su secreciéon de la activaciéh idflamosoma’ La IL-1B
interacciona con 2 tipos de receptores y juega apelpesencial en las sefales que
derivan en la cirrosi& Recientemente se ha observado que su adgidtivo tiene
relacion directa en la activacion de las HSC, mrastablecimiento de la fibrosis
hepatica&? Junto con IL-6, la IL-B causa elevacion de las proteinas hepaticas de fase
aguda (por ejemplo: fibrinbgeno y proteina C readfi las cuales estdn mediando
mecanismos de sefializacion intracelular, por uaién receptor, como la activacién de

transduccion de sefiales para la unién de facterésuscripcion como NF-kB.

IL-4. Promueve el crecimiento y el desarrollo de |dslag B y tiene efectom vivo
sobre la hematopoyesis, asimismo favorece la reaae fase aguda. Se ha descrito
como una de las citocinas de activacion alterngpi@ea macrofagos, atenuando la

produccion de mediadores proiinflamatorios, contocanas, NO o ERO.

IL-6. Su liberacion esta inducida por la IB-¥ se incrementa en respuesta a TNEs
una citocina con diversos efectos inflamatorios)ygare se han sugerido efecto anti-
inflamatorios asociados con la activacion de TGdé-ton procesos fibrogénicos de la

cirrosis® Asimismo, induce la expresiéon de metaloproteinadd$iP’s) y sus
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inhibidores especificos (TIMP’s). Por otra parte,cenoce su papel para favorecer la
proliferacion de los hepatocitos inducida en unaatectomia parcial. Se ha observado
qgue sus niveles, en conjunto con Ikt TNF-a, se elevan en pacientes con hepatitis

alcohdlica, lo cual sugiere una asociacion direcioel curso de la enfermed&d.

IL-10. Esta citocina es secretada principalmente pomalgsubtipos de linfocitos T
activados (Tregs, entre otras). Asimismo, favorecactivacion y la proliferacion de
células B, timocitos y células cebadas. En coop@mamon TGFB, favorece el cambio
de isotipo y la sintesis de IgA de las células 8.c8noce como una de las principales
citocinas anti-inflamatorias y como ya se ha heahencién, juega un papel

trascendente en los cambios de fenotipos de agiivde los macrofagos

IL-12. Su principal fuente son los macréfagos y las aeslaendriticas y es un factor
importante en la diferenciacion de subpoblacionesdE células T cooperadoras. Asi
también, induce la produccion de INFen células T y NK, intensificando la actividad
de éstas ultimas. Se ha mostrado que por distuigagsde transduccion de sefiales, se
promueve la activacion y la secrecion de variaasatitocinas, asi como por el efecto de

la liberacion de oxido nitrico (NO) en la propidiakzacion intracelular.

Adiponectina. Aunque genéricamente no esta asociada al sistemane, estudios en
los dltimos 10 afios han sugerido una activa intédac entre los componentes
moleculares y celulares de la respuesta inmune gd@ocitos, que son las principales
fuentes de adiponectin@.Recientemente se han mostrado cambios en losesivel
séricos de las adipocitocinas leptina, resistiadiponectina, en el modelo de lesién por

etanol. Se reconoce que la adiponectina, ademss dfecto en la homeostasis lipidica
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en el higado, posee un efecto anti-inflamatorieaa sobre la respuesta inmune como
su accion en el metabolismo energético. Se ha widerue esta adipocina inhibe la
produccion de TNFe y la capacidad fagocitica en las células de Kupée el modelo

de lesidn hepatica inducida por etanol. Para expbiste efecto se ha sugerido que las
vias de activacion NkB y ERK1/2 estimuladas por LPS, son sensibles afestos
inhibitorios de la adiponectina. De manera impddasl tratamiento con adiponectina
sobre células de Kupffer sensibilizadas con LP8apsiz de normalizar el aumento de

ERO y la expresién de TNé&-por un mecanismo asociado con la secrecion de&f’-

V. Estrés oxidativo y su asociacion con las célutksKupffer

Durante el proceso cirrogénico se considera gqusteenin desequilibrio en los niveles de
estrés principalmente a nivel mitocondrial, debaloincremento de las ERO vy la
degradacion de los nucleétidos de adenina. Asiosible asociar tres fendmenos
principales inducidos por la presencia del estrpeptdtico y derivados de las

modificaciones en el sistema de GSH, en el cas@plar del modelo de C&l

1. Activacién de la INOS de las células de Kupfferngdateliales, lo que lleva al
incremento en los niveles de NO.

2. Activacion de NADPH-oxidasa y liberacion de i6n stgxido. Se sugiere que la
activacion de las células de Kupffer es la princfpante de esta enzima que
contribuye en el incremento tisular de radicalesxdgeno.

3. Formacién de complejos con GSH y activacion decoitmo P450 en el

metabolismo de CGl
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Oxido Nitrico

El éxido nitrico (NO) esta relacionado con diversascanismos que dependen de la
enzima que lo esté produciendo entre los cuales;eegontrol de flujo sanguineo del
higado, al modular el tono vascular. Se sugiereegtie efecto se genera a través del
cGMP que desencadena una cascada de eventos are dlda modulacion del tono
muscular, por accién de la eN&S.

Sin embargo, el -NO puede llevar a dafio tisularckiso a apoptosis; ya sea por una
accion relajadora a nivel de células estelares ricimacion en la adhesion de los
neutroéfilos al endotelio y en la agregacion plagriat Asimismo, se ha sugerido que la
formacion del peroxinitrito (ONOD induce la liberacion de la ILBly de otras
citocinas proinflamatoriam vivo, en los hepatocitos. Ademas se ha mostrado que los
niveles de NO tienen efectos en la regulacion niesis de algunos transportadores del
higado en rat& *°

Por otro lado, mediante un mecanismo de activadidsica, los macréfagos adquieren
la capacidad de expresar en altas concentracian@$dS (sintetasa de Oxido nitrico
inducible) una enzima que oxida la L-arginina aittutina y 6xido nitrico (NO), segun

la reaccion:

L-arginina + Q + NADPH ----— NO + L-citrulina + NADP

El 6xido nitrico tiene potente actividad antimidata y puede combinarse con
superéxido para propiciar la secrecion de otratasagms microbicidas, 1o que explica
la gran capacidad de los macrofagos para contasenfecciones bacterianas. Pero al
mismo tiempo una acumulacién de esta molécula émevd por el propio efecto

citotoxico a la lesién tisular.
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Arginasa

Esta enzima es importante para la fisiologia hepdtorque es exclusiva de este tejido;
favoreciendo la transformacioén de la arginina aume el denominado ciclo de la urea.

Durante la cirrosis se ha observado la alterac@®algunas de las enzimas de este ciclo
como la carbamil-fosfato-sintetasa, lo que conygbal desequilibrio sistémico por

acumulacion de amonio.

H,0 H,N

+ \
Arginasa C S
b /TR
® St HaN
HiN "‘\
O s
HsN \ y ,,@‘“—a.._ o
€ o
Sfo ©
o~
ARGININA ORNITINA UREA

Figura. 11. Reacci6n catalizada por la arginasa dentroidiel de la ure

Existe una competencia con la INOS por el sustaignina, por lo que el hecho de

que alguna de las dos se active permitira quadaenizima se inhiba.

Se ha determinado que esta enzima esta asociadsadiente al fenotipo de activacion
alternativa de los macrofagos y que su presencpusede vincular con la disminucion

de NO, la secreci6n de citocinas como IL-4 6 ILyl@ anti-inflamaciorf>°

NADPH-oxidasa
La actividad de la NADPH-oxidasa fagocitica congtt una de las fuentes endogenas
mas importantes de especies reactivas del oxigen®leorganismo. Durante la

activacion leucocitaria, se conforma el sistemaineatico activo. Los leucocitos
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polimorfonucleares (PMN) humanos son movilizaddssasitios de inflamacién donde
destruyen a los agentes invasores por medio dbdeation de especies reactivas del
oxigeno (ERO) y enzimas proteoliticas. Sin embala®ERO liberadas por los PMN
pueden también provocar dafio a los tejidos vecgmwso se ha descrito en varias
enfermedades. Los PMN adquieren la capacidad ddugro ERO cuando son
activados, estado que se caracteriza por un aundehtoonsumo de oxigeno {Ono
asociado al transporte electrénico mitocondrialpcpso denominadd'estallido
respiratorio"y depende de la accién del sistema NADPH-oxidhsaNADPH-oxidasa
cataliza la transferencia de un electron desdeA®IH hacia el @Qcon la formacién de
radical superoxido (9). El O, es rapidamente convertido en peroxido de hidrégeno
radical hidroxilo y acido hipocloroso. Estos, jurton los derivados reactivos del
nitrégeno y el contenido de los granulos, constitugl mecanismo fundamental de

defensa de los PMN. La NADPH-oxidasa cataliza é&cedn:

2 O, + NADPH — 2 O;"+ NADP'" + H'

Durante la transferencia de electrones, estos mesate el NADPH hacia el FAD, y de
ahi a los grupos hemo y de estos al a liberacién de protones*Hhacia el lado

citosodlico genera una rapida depolarizacion de ¢éambrana y una acidificacion del
medio intracelular. Estos cambios son compensadodapexistencia de un canal de
protones en la propia estructura del sistema etiiongque permite su salida hacia el

lado extracelular.

El conocer con detalle los mecanismos cataliticage yensamblaje de este sistema
enzimatico, posiblemente ayudara a comprendermesmedades causadas por déficit
0 exceso en su funcionamiento; reconociendo agiapel en las patologias hepaticas

como la producida por el alcoH3l.
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SOD. Superéxido dismutasa

La enzima superéxido dismutasa (Clasificacion 1.1%. tiene como principal
caracteristica la capacidad de eliminar la accidoivia del radical superéxido. Su
descubrimiento, en 1968, por McCord y Fridovichnstauyé una prueba de la
existencia de estos radicales en los organismass¥ivEstas enzimas catalizan la
conversion del radical superoxido fDen peréxido de hidrogeno £65) y oxigeno
molecular (@), en una de las reacciones catalizadas por enzimdasrapida que se

conoce:

Op + 0 - 2H+ ---> HO, + Oy

Como las concentraciones de}-Gon normalmente bajas, la reaccion depende de la
difusién del i6n. En eucariotas existen 3 tipoS@Ds, con diferente localizaciéon, que
en su conjunto contribuyen a la regulacion de tagentraciones de este radical: Mn-
SOD mitocondrial, CuZn-SOD citosélica y CuZn-SODtragelular. En estudios
realizados en hepatocitos de rata se encontro IgR6% de los @ formados en la
mitocondria pueden pasar al citosol, mientras et@Bfestante puede ser neutralizado
por la enzima mitocondrial. Por lo que el modularastividad podria colaborar en el

mecanismo de detoxificacion de los hepatocitostafiecen el modelo de CLI

GSHP. Glutatién peroxidasa

La glutation peroxidasa es una enzima dependieatsetenio (Se) que cataliza la
reduccion del peréxido de hidrégeno, @) o lipoperéxido (L-OOH), utilizando como
agente reductor el glutation reducido (GSH). Seocergue los L-OOH son toxicos en
los tejidos animales y que dan lugar a especiesivaa del oxigeno como los radicales
peréxido (L-OO*). La GSHP, como parte del mecanistaalefensa antioxidante, evita

la oxidacion de los L-OOH, reduciéndolos en prelsede GSH. Esta reaccion produce
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hidroxidos que son elementos potencialmente dafiinpse al oxidarse se convierten
en radicales alcohodxidos, para los que no se coapzema que los metabolice. La
GSHP se puede localizar en la mitocondria y elsoitale la célula hepatica, en el
citosol de los eritrocitos formando complejos carhemoglobina y en el lisosoma de
neutréfilos, macréfagos y otras células fagociticael sistema inmune.
Se conoce que algunas citocinas como el GNEHIFN-+y e IL-1 son capaces de inhibir
la actividad de esta enzima. La alteracion defti@idad de la GSHP lleva a un aumento
de los niveles de ¥, y de lipoperoxidos, lo que puede ser fatal pareélala y ain
mas para el organismo, razon por la cual se eneuenplicada en un sinnimero de
enfermedades y procesos fisiologicos. Por lo quegulacion es parte de los procesos

mas trascendentales dentro de la respuesta amind&ide cualquier patologia.

G6PDH. Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

Ademas de su importancia en la caracterizaciom gedsencia de células Kupffer, esta
enzima posee otras propiedades involucradas emrgweanetabdlicos. La glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa (G6PDH) es la primera enzienéa via pentosa fosfato y la
principal fuente intracelular de nicotidamina ad@nidinucleotido fosfato reducido
(NADPH), compuesto comprometido en diversos progdssiologicos, por ejemplo,
en la defensa antioxidante (sobre todo en céldasodos eritrocitos), modulacion del
crecimiento endotelial, eritropoyesis, vasculaii@agy fagocitosis.

Asimismo, el NADPH patrticipa en la biosintesis retdua del colesterol y de los acidos
grasos, asi como también en la sintesis del éxidican (NO). Por otra parte, éste se
requiere para la actividad de la metahemoglobidaatasa y para el mantenimiento del
nivel de glutatiéon reducido (GSH). NADPH y GSH dos responsables del potencial

redox efectivo para proteger del estrés oxidatartd a los grupos sulfhidrilo de la
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membrana celular, como a las enzimas y a la heroglogue compromete la
supervivencia del eritrociftf. Ademas de estos efectos, esta enzima esta impl@ad

varias otras funciones:

- Fagocitosis de leucocitos. La deficiencia sedera@sta enzima provoca una reduccion
de la generacion de NADPH, lo que trae como redoltana disminucién de la
produccion de kD, y por lo tanto, la actividad microbicida del nédiflo y de los

macrofagos se ve afectada, y asi mismo la respudistaatoria.

- Modulacion del factor de crecimiento endoteliabeular que regula la angiogénesis.
El NADPH se utiliza como cofactor de la 6xido mitrisintetasa endotelial (eNOS),

modulando a su vez el crecimiento vascular y laaeign endotelial.

Por la relevancia de esta enzima en la fisiologfsatica es que se consideré evaluar las

modificaciones a su actividad en el presente toabaj
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D. JUSTIFICACION

En la blusqueda por una nueva opcion de tratamidetdas diversas patologias

hepaticas, se desarroll6 en el laboratorio de é&a Dhagoya, en colaboracién con el Dr.
Herndndez Luis, un derivado estructural de la mnubiééde adenosina, al que denomind
IFC-305. Este compuesto mostré un efecto hepategiaten el modelo experimental

de cirrosis inducida por C&£l en ratas Wistar. Estos resultados coinciden cen lo
estudios que sugieren el efecto benéfico que teemelenosina para revertir la cirrosis
experimental en el mismo modelo de estudio:

- Recuperacion del tejido parenquimatoso.

- Restablecimiento de la funcién hepatica: evaluadmliamte los niveles de
bilirrubina, albumina, alanina transaminasa (ALTagpartato aminotransferasa
(AST).Y’

- Recuperacion de la funcion del hepatocito

= Restablecimiento de la carga energéfica

= Recuperacién de estructura y funcién de la mitodaftd
= Normalizacién del potencial red®x

» Incremento de la actividad proliferativa

- Incremento de la actividad colagenolitica
- Normalizacién de la relacién Colagena | / Colaglh

- Disminucion de los inhibidores de colagenasasPHIN TIMP-II
En ese sentido, el interés del compuesto IFC-3@8aan que esta molécula fue capaz

de reproducir todos estos efectos acompafiados aleisminucion de los niveles del

TGFB y aumento de los niveles del factor de crecimiéeqoéatico HGF!
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Adicionalmente, se observé que su accién recupéra miveles normales la expresion
de varios de los genes diferenciales alteradosntiita cirrosis experimentél.Entre

ellos se encuentran més de 40 genes asociadossplaesta inmune.

Sin embargo, para poder profundizar en el mecaniolecular de su efecto bioldgico,
los estudios con el animal integro son técnicamatitieiles, dada la estructura
compleja del higado. Por lo que un apoyo importantelucidar el posible mecanismo
es conocer a través de los modétogitro la participacién de cada una de las células en

la reversién de la cirrosis con este farmaco.

Hasta el momento, ya existen resultados del efdetdFC-305 sobre las células
estelares aisladas, los hepatocitos y las céluldsteliales. Se ha demostrado que
inhibe la apoptosis de los hepatocitos observada eirrosis e induce apoptosis de los

miofibroblastos, a la vez que inhibe la activadiénlas células estelares.

Actualmente gran parte de la investigacion sobseltocesos de reversion de la fibrosis
hepatica se ha enfocado en los origenes celulreanecanismos de formacion y
degradacion de la matriz, y sobretodo en la compkaj de interacciones entre células,
citocinas y quimiocinas. Es notorio el hecho, gasdg el desarrollo fetal del higado se
han demostrado importantes interacciones céluldecél célula-matriZ? Todas las
estirpes que componen el higado tienen comunicaciéelaciones entre si y se ha
reconocido ampliamente que tanto bajo condicionesmales como patoldgicas,
muchas de las funciones hepaticas estan regulamtdagpmoléculas liberadas de las

células vecinas no parenquimaf@gina de las estirpes celulares més trascendeetales
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el higado a nivel de respuesta inmunoldgica y d@sferencia de éstas sefiales
intercelulares son las células Kupffer.

Es por ello que asi como diversos grupos de irmyastin se han dirigido al papel de
estas células en la etiologia alcohdlica de lasisr nosotros profundizaremos en su
participacion durante el fenébmeno de reversionadeirrosis por CGlcon el farmaco

IFC-305.
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E. HIPOTESIS

El farmaco IFC-305 (aspartato de adenosina) a drale® sus efectos previamente
descritos en el modelo con GGbbre la recuperacion del balance energético statle

de oxido-reduccion de la célula permite la recugiéray modulacién de la activaciéon
de las células de Kupffer y otras estirpes inmugiolis del higado durante su uso como

tratamiento en reversion de la cirrosis.
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F. OBJETIVO GENERAL

Estudiar el papel de las células Kupffer en la westa inmune y/o antioxidante del

farmaco experimental IFC-305 en el fendmeno dersé¥e de la cirrosis experimental

inducida por CCJ

G. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Comparar el efecto del farmaco IFC-305 soberdaitectura histolégica del higado,
la poblacién de células de Kupffer y otras célutasunoldgicas durante la cirrosis
experimental por el modelo de GCI

13, Comparar y comprobar un fenémeno de actimallth por el CCJ con
el efecto del farmaco IFC-305 sobre las célulaKujgfer.

1°. Corroborar los cambios en el nimero de célulauaieffer por una
técnica alternativa, empleando western blot padetaccion de CD14.

2. Determinar actividades enzimaticas asociadas [ respuesta oxidante vy
antioxidante en el higado y a nivel sistémico.

2°. Corroborar los cambios en la actividad enzinadte arginasa por una
técnica alternativa, empleando western blot pardelaccion de Arginasa
tipo I.

3. Comparar el efecto del farmaco IFC-305 sobsaleeles séricos de las citocinas IL-
18, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, INFy, TNF-« y MCP-1 durante la cirrosis
experimental por el modelo de GCI

4. Evaluar el efecto del farmaco IFC-305 sobrackvacion de la adiponectina durante

la cirrosis experimental por el modelo de £CI
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H. MATERIAL Y METODOS

Animales.

Se emplearon ratas Wistar macho, con un pesolinieid00g, las cuales se obtuvieron
del Bioterio del Instituto de Fisiologia Celular.

Se mantuvieron en consumo de agua y alimento lénémen las instalaciones
controladas de temperatura, humedad y periodo®daaridad en el Vivario del
Instituto de Neurociencias de la UNAM.

Posterior al tiempo con diversos tratamientos (es@uexperimental que se muestra
mas adelante), se sacrificaron de 3-7 animalegnomo, debido a que en algunos casos
el tratamiento o la cirrosis inducida no permitdsbbrevivencia de la totalidad de las

ratas. Previo a su sacrificio, los animales fuenoestesiados con Anestesal® Pfizer.

Estrategia experimental
La estrategia experimental para evaluar la reverd® cirrosis experimental por IFC-

305 se presenta en la siguiente figura:

Grupos de 5 ratas macho WI, 100g al inicio del esquema de tratamiento

Perfil de Cirrosis v
| Intactas
cito | CClee AN .
Ci + $85s | CCly | |S
Ci+ss10s | cCle | : s

Perfil del efecto (IFC-305) en Cirrosis

— ccls | rcaos S
S
Ci +IFC10s C?h |Fc|-3‘_bs |I
! - !
0 5 10 ’
0 5 4 10
| (s) Semanas
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Al inicio se pesaron y clasificaron aleatoriame#8ratas macho Wistar de 100-150g
cada en 6 grupos de 8 ratas cada uno. Duranteri@nas continuas, 5 de los 6 grupos
fueron administrados intraperitonealmente (IP) egepor semana con GGle
concentracién 1:6 con aceite vegetal comercial ceefdculo para la generacion de la
cirrosis.

A las 10 semanas el grupo denominado TO y unaifnrackzl grupo de ratas Intactas fue
sacrificado (flecha azul del esquema superior).

Durante 5 semanas posteriores se administrarar2lBrupos con solucién salinay a 2
grupos con el farmaco experimental IFC-305 previgmdisuelto en agua inyectable y
se sacrificaron uno de cada uno de los gruposhélgerde del esquema superior).

En las 5 semanas posteriores, es decir 10 semataest de tratamiento, se
administraron IP a 1 grupo con solucién salinalygaupo con el farmaco experimental

IFC-305 y se sacrificaron los dos grupos (flectsardel esquema superior).

La nomenclatura para todos los resultados presesitad uniformé de la siguiente

manera.

GRUPO NOMENCLATURA TRATAMIENTO
1 Intactas Control. n=5 Sin tratamiento 0-20 semanas
2 TO CCl,;, n=5(Admo. CC}, 10 semanas [4g/kg peso])
3 SS5s n=3 (Admo. CCJ: 10 semanas [4g/kg peso]+ Solucién salina: 5 samfh9%)]
4 SS10s n=4 (Admo. CCJ: 10 semanas [4g/kg peso]+ Solucidn salina: 10 sama
5 IFC5s n= 3 (Admo. CCJ: 10 semanas [4g/kg peso]+ IFC-305: 5 semanas [B@meeso]
6 IFC10s n= 3 (Admo. CCJ: 10 semanas [4g/kg peso]+ IFC-305: 10 semanasdf@npeso]
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Toma de muestras y procesamiento

a) Suero
Durante cada sacrificio se obtuvieron muestras at@re por puncion cardiaca. Se
emplearon jeringas de 10ml, las cuales conteniahdensolucion de EDTA como
anticoagulante. Las jeringas se colocaron en egfién hasta su distribucion en
alicuotas que se conservaron a&’€7Para su uso en las determinaciones enzimaticas.

b) Tejido
De los animales de todos los grupos se extrajemagstras del higado, bazo y ganglio
mesentérico para su andlisis histologico. Asimisapartir de estas muestras de tejido
de higado se aislaron células NCP (no parenquiinadgsperfusiéon enzimatica para su
evaluacion por citometria. Al mismo tiempo se grt@n ambos femurs de las
extremidades inferiores de los animales, para teexion de las células de la médula
Osea.

Evaluacion inmunohistoldgica del higado.
Al momento de extraer el tejido, se colocd en s6lude paraformaldehido al 4%, para
su fijacién. Se embebieron las fracciones en paaafara los cortes por microtomo, en
un grosor del corte de 4 a 6 micras. Las tinci@eeealizaron posteriores a la fijacion y
rehidratacién de los cortes (etanol/agua) por dé®dos: eosina/hematoxilina (HE) vy

tricrémica de Masson.

Aislamiento de células hepaticas
Las células para su analisis por citometria d® fhg aislaron a partir de la fraccién de
higado que permanece en la cavidad del animal.efugién del tejido se realizé a
través de una abertura en la vena porta, en lssgumlocé una canula de un grosor

aproximado de 0.5cm de diametro. Por ella se héniraular 100 mL de solucién
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fisioldgica por cada higado (GBSS a%B€, pH = 7.4). adicionada con glucosa. Al
mismo tiempo, se preparé una solucién de colagetipsalV al 0.01%, la cual se
perfundio, disuelta en 50mL de la misma solucioiG#SS para cada higado. Posterior
a ello, se extrajo el higado, se macer6 y se himamppor un tamiz con una malla de
10Qum de poro. Este extracto se centrifugé por 5 mmao/00 rpm y se colecto el
sobrenadante, donde se encontraban las célulaarangoimales. A continuacion, se
centrifugd la suspension a 1500rpm para obtenerbatdn celular, antes de su
enriquecimiento mediante un gradiente de Percd2%(Posteriormente, se extrajeron
las capas celulares intermedias, se lavaron comonyese colocaron en SFB antes de

congelar o resuspender en medio DMEM para su tincio

Evaluacion por citometria del flujo

En base a lo descrito en la introduccién, aquiidengsremos como células de Kupffer
las células viables positivas para el doble mardajesuperficie: CD1IBHIS36" y/o
CD11b/CD163. Con ese objetivo, las células fueron extraidadademuestras de
tejido hepatico fresco por el método descrito @Eente. A continuacidén se determind
el nimero y viabilidad de células mediante la t@&nile azul tripano. Todas las
tinciones se realizaron con un porcentaje de va#ul superior al 85% y se colocaron
en placas de 96 pozos un volumen deulOfor pozo que contenia un aproximado de
1X10° células. Las tinciones de la superficie celularlule8 se realizaron con los

ajustes pertinentes de la concentracion de caddeitas siguientes anticuerpos:

Marcador eE;[:;ICeIZSa Células blanco
NK/T/B cocktail 1:50 Linfocitos T, B y células NK
CD103 1:70 Dendriticas
RP-1 1:30 Granulocitos y PMN
CD11b/c 1:70 Monocitos/macréfagos
CD11b 1:200 Monocitos/macréfagos
HIS 36 1:70 Kupffer
CD163 1:70 Kupffer
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Las diluciones de anticuerpo se adicionaron direetde en placas de 96 pozos de
fondo en U, en presencia de 1Xk#lulas/pozo, tanto del higado como de la médula
O0sea. Y se incubaron en oscuridad por una horangpet@tura ambiente. A
continuacion, las células se lavaron en una saludé PBS-albumina (PBA) y se
fijaron con formaldehido al 0.4% cuando su lectsearealiz6 en un dia posterior;
cuando la lectura se realizé inmediatamente, Ikgasese resuspendieron directamente
en 50QL de PBA. El citometro empleado fue de modelo FA&Sde Beckton-
Dickinsor?’, de la Unidad de Citometria de Flujo del Depart@mele Inmunologia del

Instituto de Biomédicas, UNAM.

Evaluacion por Western Blot
De muestras de higado criopreservadas, se reaiaxttaccion de proteinas totales
mediante la obtencion de un homogenado hepético wastagos y pistilo
resuspendiendo en un buffer fisiolégico con los ibidores de proteasas
correspondientes, empleando fragmentos con pesweepdio de 100 y 200mg. Se
cuantifico la cantidad de proteina por el métod®ideet. Las proteinas se procesaron y
se les coloco en un gel a electroforesis para garaeion y posterior transferencia a
membranas. Dichas membranas fueron incubadas cantielerpo primario CD14 y
reveladas mediante una reaccion fluorescente de -péRIXidasa. ElI mismo
procedimiento se utilizé para los resultados oblienipara Arginasa | mostrados mas
adelante. Al mismo tiempo se detectd la preseneiddyinasa | en homogenados
totales para correlacionar los resultados con loenidos en citometria y en las
actividades enzimaticas.
La electroforesis en geles de acrilamida se reaimpleando 50 a 100 ug de proteinas

total de los homogenados de higado por carril. reasferencia se efectué en una
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camara semi-seca Bio Rad® en membranas de nittosaluLos anticuerpos y las

diluciones empleadas fueron:

Anticuerpo 1° Dilucién | Anticuerpo 2° | Dilucion
CD14. Santa cruz ® 1:2000 Conejo 1:5000
Arginasa |. Santa cruz ® 1:3000 Ratén 1:6000

El revelado se llevé a cabo con un sistema deatasttiRP Luminata® Millipore, en

pelicula fotografica Kodak®

Cuantificacion de proteina total por Biuret
Para la determinacion de proteina total, se empletdétodo espectrofotométrico de
Biuret. El cual se basa en la formacién de un cejomloloreado (parpura) entre elCu
y los grupos NH de los enlaces peptidicos en medisico. La intensidad de coloracion

es directamente proporcional a la cantidad de jprase

Determinacion de oxido nitrico
Se empled la técnica de Griess, la cual se bada &rmacion de un complejo o
producto coloreado con por N,N naftil etilendiamyaulfanilamida que se detecta

espectrofotométricamente:

+
HENOES@NEN + R—NH, —> HJNOIS@N=N—R

Producto coloreads, A,,=540 nm
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Determinaciones enzimaticas
Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDHEI método se basa en la extincion de
NADP"® cofactor en la reaccion de transformacion de glcésfosfato a 6-
fosfogluconato por esta enzima, que puede deteatapectrofotométricamente.
NADPHoxidasa.El método se basa en la deteccién del anién suigeréxtravés de la
reduccion del ferricitocromo C presente en la nwezbd reaccidn que se detecta
mediante un espectro.
Superoxido dismutasa (SODEI método se basa en detectar la extincién denaria
cual se emplea en la reaccion de esta enzima qaasfdrmar el oxigeno molecular en
anién superoxido, sustrato de esta enzima.
Glutation peroxidasa (GSHP).El método de deteccion se basa en la formacién de

NADP" detectable espectrofotométricamente.

Oxidative Stage

ate Pathway 0

2
Glucose-6-phosphate NAD(P)H emthime-oxidase
NADP' Nl omatinss.
Glucose-6-phosphate - N )
NAD(P)* Mitochondrial Electron Transport Chain
NADPH O =
2

6-Phosphogluconolactone

H.0
D Gluconolactonase «
H
6-Phosphogluconate H 20
NADP Catalase
6-phosphogluconate \_

_.

NADPH dehydrogenase

co |26sH | | GSSG |

" Ribulose-5-phosphate

cOpyight1SEMEN Hing Glutathione reductase

Mon-oxidative reactions

El cuadro a continuacién resume los reactivosctagentraciones, los volimenes de
muestra, condiciones de incubacién y de lecturédoslanétodos espectrofotométricos
gue corresponden para cada una de las enzimass®ian descrito previamente en la

literatura’®
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Volumen de
Métodos ABS Blanco | Estandar Suero Reactivos H20 Incubacién
(nm) ylo o lectura
homogenado
o | Biuret + albimina pL ML pL p2 o
10mg/mL € 9]
BIURET | & agua (10mg/mL) 2 950 E 3
50 50 2 950 ™
KNO3
MIX 1:1
o) 500 ZnSQ (Sulfanilamida y 2| 5
NO = Rt Mmix Recolectar | naftiletilerdiamina)| £ | @
* SN, y colocar| Vol. dependiente de o
100 10,000 rppm| con Lentejas| no. de muestras |
Cd (1.5mL por c/u)
STD. BUFFER Glu-6P
Rintacta TEA TPN (pL) (pL) »
o _ 1000 50 50 £l 5
G6DPH 3 Todo - Mismo vol. 500 o5 25 S| 2o
TPN que la 2.0 mL 5 by
muestra 100 5
20 1 1
STD BUFFER Xantina XANoOX
Rintacta 7.0 FerrC(uL) (uL) (uL) 0
sob | 8 Mi | 500 150 0.2mM)| . 30 5 Els
v | Todo - IZT&;()' o0 mL (0.05mM) o |8
XAN muestra 100 30 6 1 o
20 6 1 0.1
STD BUFFER NADPH GHSred GSSGez H205 (L)
Rintacta 7.8 (uL) (uL) (uL) 22 | 9
= . 100 200 €| =
GHSP g Todo - MlsmO|VO|. 200 00 mL 30 (O-ZmM) (10mM) 10 (025mM) ﬁ g
que la .0m ;
NADPH muestra 100 15 50 5 100 ™
20 3 10 1 20
STD .
Rintacta HBSS Azida FerrC(pL) "
100 1.0 mL £ 5
NOX E Mismo vol. 10mL 1 mL(2mM) (E:SLOmII\_/I) El g
FerrC | quela 50 om - HL 81~
muestra i1 m
50 2.0mL | 100 (dil 1:10) (80uM)

Arginasa. Se realizé la deteccidn de la urea total producidadiante un método
espectrofotométrico. En resumen, la enzima se@ctlentando por 10minutos a 56°C
la muestra a analizar. La hidrdlisis de la argirgedleva a acabo incubandola a un pH
de 9.7 a 37 por 60min. La reaccion se detuvo con una mezitiad la urea formada
se midié a 540nm después de que reaccionav-g¢sonitrosopropiofenona. Una unidad
de actividad enzimatica se definirdA como la cadtide enzima que cataliza la

formacién de gmol urea/mirf?
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Determinacion de niveles de citocinas
La evaluaciéon de los niveles comparativos de aitxi séricas fue determinado
mediante el sistema Luminex® XMAP. Este métodoasalen combinar tecnologias ya
existentes y probadas tales como citometria de, finjcroesferas, lasers, y sefializacion
digital. EI Luminex cuenta con pequefas regiones gocroesferas las cuales se
distribuyen en 100 diferentes posiciones. Cadadregi bead se ha cubierto de un
reactivo especifico para cada bioensayo en paaticpérmitiendo con ello la captura y
deteccién de analitos especificos para cada muéstrante este estudio se empleo esta
metodologia por que con ella es posible conoceavaitocinas (IL-§, IL-4, IL-6, IL-
10, IL-12, TNFe, INF-y y MCP-1) con poco volumen @k. El método empleado es el
descrito en el inserto del kit (MILLIPLEX MAP Raty@kine/Chemokine Panel.

Referencia: RCYTO-80K de MILLIPORE®).
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I. RESULTADOS

1. Comparar el efecto del farmaco IFC-305 sobre la aitgctura histologica del
higado, la poblacion de células de Kupffer y otreélulas inmunoldgicas durante

la cirrosis experimental por el modelo de GCI

1. HISTOLOGIA

En esta seccién observaremos dos tipos de tincioBes primer lugar la que
corresponde a eosina/hematoxilina que nos perngitecthr células de la respuesta
inmune, como las que conforman el infiltrado infédorio, por ejemplo los neutrdfilos.
Por otro lado observamos tinciones con tricromiea Masson que nos permite
determinar la presencia de fibrosis.

En laFigura 13 se observa que los animales con cirrosis expetahpor 10 semanas
(B) presentaron un claro infiltrado inflamatorio, aémipo que mostraron cambios
notables en la arquitectura de un higado con&blFrincipalmente se observa depdésito
en regiones periportales.

Por otro lado, se observa que el tratamiento c@365 por 5 semanas, posterior al
desarrollo de la cirrosis experiment@l) (presenta una distribucion del parénquima mas
ordenada, en comparaciéon al tratamiento solo cduaciéo salina D). Un caso
semejante ocurre cuando se tratan los animaled(semanas con IFC-30&)( en
comparacién con el tratamiento placebo por el misempo ). Esto sugiere que IFC-
305 induce un efecto de reversion en la desorgeibizale arquitectura hepatica por

efecto de la cirrosis experimental en ratas.




Por otro lado, con el objetivo de comparar el efesbbre la matriz extracelular,
principalmente, asociado a la presencia de fibeasatbgeno, se evaluaron los mismos

grupos experimentales por la técnica tricromicaMiessson, como se muestra en la

Fiayia 14. Eslatincier pesmitgohssnasjasifinras fe ceading dde£610 a2kl IRs

fijado en paraformaldehido, tefiido con Eosina/Hexikiha (HE).

citgplasonas B) 8ty asmexiaktsic gr @y eIy densoasEn OB mOi0RIGE!)
D) SS5s. CCt 10 semanas + Solucion salina_l: 5 semanas; E) I£QI0}: 10 semanas + IFC-305: 10

|BOAREIGH SoHFo (i SEMEBA/A N ARYSRIYe A055IMFARS con cirmsivienental (]

y IV) una alta deposicion de fibras de colageno y ustailticion desordenada de los

cordones de hepatocitos. Por su parte, el tratéaonimon IFC-305 durante 5 semanas

posteriores al desarrollo de la cirrosis experimleii ) redujo el tamafio de las fibras

de colageno, al tiempo que el parénquima presemadanquitectura mas organizada.

Esto sugiere que el farmaco IFC-305 redujo el depde fibras de colageno y mejoré

la ultraestructura del higado alterada por el tnggato con CCl

-55-



En laFigura 15 se observa la evaluacion comparativa para Igsogra las 10 semanas
de tratamiento en los 3 grupos experimentales, Aquposible observar que el corte
histologico de las ratas Intactdd (o presentan fibras y el tejido es ordenado, traen
gue el tratamiento con IFC-305 durante 10 sema&)an(comparacion con la solucién
salina B) tiene menor deposicion de fibras de colagena tej@o parenquimal se
encuentra mas homogéneo y con menor cantidad metesas oxidadas ya que el color

rojo es menos intenso.

Figura 14. Evaluacién comparativa del efecto de IFC-305 anirfasis experimental sobre las
fibras de colageno. El tejido hepatico (4X) fuadip en paraformaldehido, tefiido con | la técnica
tricrémica de Masson (ver Material y métodos).Fagui. Intactas, Il. TO : CElIII. IFC 5s,IV.

SS 5s.

Figura 15. Tejido hepatico 10X. Fijado en paraformaldehiddide con tricromica de Masson.
1. Intactas, 2. IFC10s, 3. SS10s.
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2. CITOMETRIA DE FLUJO

CELULAS DE KUPFFER

HIGADO (CD11b+/HIS36+)

Segun los antecedentes presentados, para la iceeith de las células de Kupffer se
han tomado como referencia dos marcadores: CD1GD§S, sin embargo para
nuestro modelo de rata, CD68 no es un marcadoomitsle para citometria y su empleo
es mas comun en muestras de origen humano. Posessliecidié emplear el marcador
HIS36 conjugado, el cual reconoce a un receptosugerficie similar a ED-2 que

expresan especificamente los macréfagos tisularestal.

En laGréfica 1 se presentan los porcentajes de las células dpbtetvas, para los 2
marcadores CD1%hy HIS36 que corresponden a las células de Kupffer o magosf
tisulares hepaticos totales, independientementeestaldo de activacion en el que se

encuentren.
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Células de Kupffer en higado (HIS36+/CD11b+)
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Gréfica 1. Efecto de IFC-305 sobre la relacion porcentual éellas HIS36/CD11B". Los valores

corresponden al promedio del porcentaje + (p.S.0.05 * respecto a Intactas, * respecto a TOl; C

Podemos observar en la Grafica 1, que el porcedéagetlulas de Kupffer disminuye de
manera significante por el efecto del TO:¢@specto al grupo de ratas intactas. Algo
similar ocurre cuando, posterior a la inducciorcidesis, los animales son tratados por
5 semanas con solucion salina (SS), pero no asidoual tratamiento es por 10
semanas donde se observO un aumento significa@opaorcentaje de células de
Kupffer. Por otro lado, el farmaco indujo un inceamto significativo en la poblacién de
células de Kupffer desde las 5 y a las 10 semamasithmiento mostrando con ello un

efecto directo sobre el nimero total de célulaKujefer.

12, Comparar y comprobar un fendmeno de activacMd por el CCj con el efecto

del farmaco IFC-305 sobre las células de Kupffer.
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HIGADO (CD11b+/CD163+)

Empleando el mismo modelo, pero un experimento epost se compararon las
poblaciones de células CD11b+/CD163+ para la dgteae |la cantidad de células de
Kupffer activada. Para ello se realiz6é la tincioa lds células de Kupffer con un
anticuerpo que reconoce el receptor CD163 el omdlasvinculado con la activacion
clasica M1; por lo tanto, un aumento en esta maigaificaria la promocion de la
respuesta inflamatoria. En larafica 2 se puede observar que la poblacién doble
positiva se incrementd de manera significativagiecto de la cirrosis experimental, en
comparacion de los animales control. Por su pddsde las 5 semanas de tratamiento
con solucién salina (SS) disminuyd el perfil inflaorio y, consecuentemente, la

poblacion CD11b+/CD163+.

Células de Kupffer en higado (CD163+/CD11b/c+)

1400 - *
1200 -
1000 -
800
600 -

400 -

ne -« s 00

% Células dobles positivas (CD163+ / CD11b/c+)
>

Gréfica. 2. Citometria de flujo. Relacion porcentual de céldables positivas respecto al 100% de las
ratas Intactas. (CD163+/CD11b/c+) £ EpS= 0.05 * respecto a Intactas , » respecto aQ0l;
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Existe un aumento significativo respecto al grugoratas intactas de las células de
Kupffer inflamatorias, activadas clasicamente, fggooM1 durante la cirrosis, tal como

era de esperarse para el grupo TO, ya que ¢ €& promoviendo la inflamacion

local. EI nUmero de células de Kupffer disminuylasa5 y 10 semanas tanto para los
grupos tratados con el IFC-305 como con solucidinasaespecto al TO. El porcentaje

de células CD163+ se mantiene elevado por encimasdimtactas, significativamente

para los dos grupos con solucién salina, lo queifgig que en las poblaciones de
células de Kupffer presentes predomina un estadetieacion inflamatorio.

El farmaco IFC-305 lo disminuye significativamends células CD163+, asociadas a
inflamacion y potencialmente es capaz de modulaestado de activacion diferente

para el total de las células de Kupffer.

1°. Corroborar los cambios en el nimero de células Kapffer por una técnica

alternativa, empleando western blot para la detéccde CD14.

HIGADO. WESTERN BLOT. CD14

En este apartado observamos la expresion de leipao€D14. Esta molécula funge
como co-receptor de TLR4, cuyo nivel cambia corpee® al microambiente de
citocinas: IL-13 ocasiona que baje su presenciédoginas proinflamatorias hace que
aumente. Se ha reportado que en muestras de dmigeano su deteccion a nivel de
RNA mensajero se relaciona de manera directa coiraero de células de Kupffer.
Sin embargo los cambios en la expresion a nivgdrd&eina podrian asociarse no sélo

al numero de células de Kupffer, sino a un estadadtivacion clasica de las mismas e
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incluso al nimero de monocitos infiltrados en @dte ya que estas células también

expresan CD14.

La figura 16 muestra los resultados obtenidos plvdestern Blot.

A. o B. §
m " b fia] w S
I Ity s 2 —
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Fig. 16 Imagenes representativas de los films reveladoa pVestern blot. Transferencia semi-seca.
100ug de proteina. CD14 (1:3000 ) y el control déna.

A. Rataintacta, y de los grupos: IFC 5sy SS 5s

B. Rata intacta, y de los grupos: IFC 10s y SS 10s

20000 + 40000 -

15000 - 30000 4
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Unidades arbitrarias de

Intacta SS5s IFC5s Intacta SS 10s IFC 10s

Graf. 3 y 4. Cuantificacion de muestras independientes paraa ogaipo de un experimento
representativo. Unidades arbitrarias de densidad.
A. Rataintacta, y de los grupos: IFC 5s y SS 5s

B. Rataintacta, y de los grupos: IFC 10s y SS 10s

Este resultado muestra que la expresion de CDbtjaaa al numero de células de
Kupffer proinflamatorias y a los monocitos infilli@s; aumenta a las 5 semanas en el
grupo de solucion salina y a las 10 semanas antbpsg) con el tratamiento IFC-305 y
con solucién salindFig. 16 y gréaficas 3,4xespecto al grupo de Intactas. Esto podria

significar por un lado que disminuye la activacidésica de las células de Kupffer a las
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5 semanas de tratamiento con IFC-305 y que aureémthitrado de monocitos a las 10
semanas con el mismo tratamiento.

Este mismo fendémeno, en cuanto a las células deffé¢uproinflamatorias fue
observado en la citometria de flujo a las 10 sesydnajue abre paso a establecer una
hipotesis adicional en la que mas all4 de un eféeteeversion de la cirrosis el farmaco
es potencialmente capaz de modular el estado Waeo6n del macrofago a un fenotipo
antiinflamatorio M2, para lo que se utilizaron sty@oteinas marcadores de éstos y se
analizaron otras poblaciones inmunoldgicas que gradi estar asociadas a este

mecanismo, cOmo los propios precursores de losafzays de la médula 6sea.

HIGADO. SUBPOBLACIONES CELULARES

En las mismas fracciones de células no parenquins@eaealizé la tincion para otras
estirpes inmunoldgicas las cuales podrian asoceataemodificacion en el numero de
células de Kupffer, al tiempo de reforzar una pedpd de inmunomodulacion del

farmaco IFC-305.

HIGADO
Estirpe Grupos
celular Marcador Intactas TO: CCl4 SS 5s IFC 5s SS 10s IFC 109
Linfocitos T CD3 10.45+0.81 ND 7.79+£2.99 19.19+6.88 136018 9.0+2.192
Células o " . .
o CD103 123+5.73 | 33.73+2.65 31.35+10.05 30.86 £9F1 | 5.50 + 3.64 2.32+13
Dendriticas
PMN RP-1 12.15+4.94| 20.9+10.6 38.28 +4.27 34.02+£6.3111.90£7.2 | 24.77 £+7.141
Granulocitos
Monqc'tos CD1lb/c | 32.51+2.74 ND 50.8 + 6.98* 26.68+ 1.94 32.2.97* | 37.51 £6.15*
macrofagos
* p = 0.05 respecto a Intactdg, = 0.05 respecto a SS 10s

Tabla 1. Citometria de flujo para distintas poblacones inmunes del higadoa las 5 y 10 semanas de los
respectivos tratamientos.
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La tabla 1 nos muestra los resultados para 4 poblaciondstdist Durante la cirrosis,
en el grupo TO, por efecto del GGlumenta el infiltrado inflamatorio tal como se
observo en la histologia y acorde con el incremeetonimero de células dendriticas
(CD103+) y de granulocitos (RP-1+) respecto al grde Intactas. El farmaco IFC-305
a las 5 semanas de tratamiento es capaz de reclgzeniveles de células CD11b/c+y
a las 10 semanas existe una disminucion de lagasétlendriticas (CD103+) y de
linfocitos T (CD3+), respecto al grupo tratado @mtucién salina SS 10s, asi como un
incremento de los granulocitos y células CD11bkstos resultados deberan asociarse
a mecanismos de activacion de las mismas estirpegaynecesario un ensayo adicional
de marcadores de superficie, para profundizar ehodresultado en otras etapas
experimentales, pero estos cambios en el nimecéldias indican que el farmaco esta
modulando niveles de otras estirpes inmunologiagseysu efecto no es exclusivo de la

poblacién de células de Kupffer.

MEDULA OSEA

Empleando el CD11b/c se buscé caracterizar camdnol poblacion de las células
precursoras monociticas de médula ésedahka 2 muestra los resultados obtenidos a
las 10 semanas con los tratamientos, para monbuodosdfagos de médula 6sea, ya
gue por cuestiones metoddlogicas no fue posibleiimel resultado para el TO y los

grupos de 5 semanas.

MEDULA OSEA

. Grupos
Estirpe celular Marcador TrEp— SS 105 TC 108
Monocitos/macréfagos| CD11 b/c 62.90 +4.63 49.00+8.17 * 64.20+1%8

*p = 0.05 respecto a Intacte?Sp = 0.05 respecto a SS 10s

Tabla 2. Citometria de flujo para macréfagos/mono¢os de médula éseaa las 10 semanas de los tratamientos.
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Como podemos observar estadisticamente, los datgslan que existe una
recuperaciéon del nimero de células precursorasagliean en la médula 6sea del grupo
tratado con IFC-305 respecto al tratado con sotusadina, de las cuales un porcentaje
seran reclutadas en el higado y transformadasdobodiferentes fenotipos de la células
de Kupffer. Esto indica que el farmaco incluso epaz de ejercer un efecto de
modulacién sobre el nUmero de células precursaaaglinas estirpes de la respuesta

inmune.

2. Determinar actividades enzimaticas asociadas ctan respuesta oxidante y

antioxidante en el higado y a nivel sistémico.

3. HIGADO. ACTIVIDADES ENZIMATICAS.

Se realiz6 la cuantificacion de la cantidad de gir@t en homogenados totales de
higado, asi como la concentracion de NO, las detilés enzimaticas de SOD,

NADPHox, GHSP, G6PDH y Arginasa, los resultadomsestran a continuacion:

Proteina total en homogenado de
higado
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Graf. 5. Concentracion de proteinas totales en homogenadtitgddo (Promedio + ES n>3)
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La cantidad de proteina presente en los homogenamospresenta cambios
significativos entre los grupos experimentaleso&statos se emplearon para ajustar la

cantidad de proteina en los ensayos de actividauamaticas.

NO. Oxido nitrico
Se ha demostrado que los niveles de NO tienenosfect la regulacion de sintesis de
algunos transportadores del higado en rata, ademaer un inmunomodulador de

trascendencia para la comunicacion en proces@snafbrios.

NO en homogenado de higado
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Graf. 6. Concentracion de nitratos y nitritos en homogergalbigado (Promedio + ES n>3)
* p = 0.05 respecto a Intactas

El NO aumenta en grupo TO pero no significativamemgspecto al grupo de ratas
Intactas. A las 5 semanas disminuyen los nivel#® faara el grupo tratado con el IFC-
305 como para el de solucion salina, pero de maestalisticamente diferente entre
ellos. Esto refleja que el IFC-305 esta recuperaiadfuncion de las enzimas que
sintetizan NO, como son la eNOS por su presencial @ndotelio, mientras que la
solucion salina lo hace mas lentamente, ya quesallasemanas no se presentan

diferencias respecto a Intactas para ninguno dédsgrupos.
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SOD. Superéxido dismutasa

Esta enzima es mediadora de la produccion de espexactivas de oxigeno y por ello
esta involucrada en procesos de estrés oxidativoatlse ha demostrado necesario para
la activacion de células de Kupffer en diversaslpagias. De las 3 isoformas, la Cuzn-

SOD citosolica es la que se determina a nivelescsr

SOD en homogenado de higado
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Graf. 7. Actividad enzimatica de SOD en homogenado de bigacbmedio + ES n>3)
* p = 0.05 respecto a Intactas

En el proceso cirrético producido por el GG CuzZn-SOD citosdlica incrementa su
actividad (grupo T0). El IFC-305 a las 5 semanasagmz de recuperar los niveles de
actividad de SOD a los de Intactas, no asi commglaytratado con solucion salina.
Ocurre lo mismo para ambos grupos de 10 semana®ss& IFC 10s, significando con

ello que el efecto es mas evidente a las 5 senpamase! tratamiento con IFC-305.

NADPHoxidasa
Esta enzima es importante por la regulacion queetigobre el anién superoxido,
principal mediador del estallido respiratorio encnddagos y se ha demostrado su

participacion esencial en las fases de inflamaeidprocesos infecciosos.

- 66 -



NADPHox en homogenado de higado
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Graf. 8. Actividad enzimatica de NADPHox por concentraditenion superéxido en homogenado de
higado (Promedio + ES n>3) * p = 0.05 respectaactas

La actividad de NADPH oxidasa disminuye en TO, pbrhecho de que el tejido
hepatico ha perdido sus funciones por efecto dartasis y el efecto progresa con
solucion salina a las 5 semanas alun mas y sigivticaente respecto a Intactas. No se
observaron cambios para los grupos tratados cor3FECrespecto a Intactas a las 5
semanas. Si realizamos la comparacion entre Ilgsogra las 5 semanas de ambos
tratamientos, el IFC-305 esta favoreciendo la reampén de las funciones hepaticas
normales, como la activacion de la NADPHox y laamgad fagocitica del higado, en
comparacion con el tratamiento de SS. Sin embarf® semanas el farmaco ocasiona
una disminucion de la actividad, lo que se pudgedrébuir a una desactivacion del

endotelio o de las propias células de Kupffer glamatorias.

GHSP. Glutation peroxidasa
Dentro de los mecanismos antioxidantes la GSHFR tt®emo papel la eliminacién del
peroxido formado por la SOD, que emplea el glutatiomo un donador de electrones,

si esta enzima se ve modificada podremos conod¢engal efecto antioxidante en el
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mecanismo de accién del farmaco, necesario pargasar un exceso en la formacion

de ERO.

GHSP en homogenado de higado
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Graf. 9. Actividad enzimatica de GHSP en homogenado dedbi¢aromedio + ES n>3)
"p = 0.05 respecto a Intactas

La actividad de GHSP aumenta en TO por efecto @& a que como se ha descrito
en la literatura éste se metaboliza por citocrod®0R el idn triclorometano resultante
se conjuga con glutatién, promoviendo la actividadas enzimas asociadas al propio
glutatiéon. Con solucién salina a las 5 semanasenobservaron cambios, pero a 10
semanas aumenta la actividad aun mas y signifaratwnte respecto a Intactas. No se
observaron cambios para los grupos tratados con30ECrespecto a Intactas,
corroborando con ello que el farmaco es capaz dsecear los niveles normales de la
actividad de GHSP, potencialmente blogueando elalmoésmo del CGl en los

hepatocitos.

G9PDH. Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa

La principal enzima generadora de NADPH, es utilizan reacciones que requieren un
donador de electrones con un alto potencial decesaducciéon. EI NADPH es utilizado
como fuente de electrones para la biosintesis d#osagrasos y esteroides o en

reacciones enzimaticas como la de la propia NADRtsa. Recordemos que se ha
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empleado para poder distinguir la presencia decéhdas de Kupffer de las células

endoteliales.

G6PDH en homogenado de hidago
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Graf. 10. Actividad enzimatica de G6PDH en homogenado daddgPromedio + ES n>3)

Las actividades de esta enzima G6PDH de todos topog experimentales no
presentaron cambios significativos entre ellas) estiza debido a que el higado es
capaz de compensar los efectos sobre ella, ya sjus& enzima que participa en

multiples procesos que involucran la produccionpaeler reductor del NADPH.

Arginasa
Esta enzima compite por la arginina, el principatsato de la INOS, pero en particular
su importancia radica en que su actividad se vancah antiinflamacion e inclusive con

la recuperacion de la funcion normal hepéatica

Actividad Arginasa en homogenado de higado
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Graf. 11. Actividad enzimatica de Arginasa en homogenadbigado (Promedio + ES n>3)
*p = 0.5 respecto a Intactas
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No se presentaron cambios respecto al grupo detasta las 5 semanas para ninguno
de los 2 grupos. La actividad de esta enzima disyeirsignificativamente a las 10

semanas en el grupo tratado con solucion salima.e®ibargo a las 10 semanas de
tratamiento el IFC-305 recupera los niveles a leslrdactas. Este fendmeno podria
vincularse directamente con la recuperacion gldedhs funciones hepaticas que se ha
reportado por efecto del farmaco IFC-305, ya que dmlos ciclos bioquimicos que se

ven afectados en la cirrosis es el urea, en epgttecipa la arginasa en el metabolismo
de la arginina, sin dejar pasar por alto su retaciin el estado de activacién alternativa

de las células de Kupffer antiinflamatorias.

2%, Corroborar los cambios en la actividad enziméatide arginasa por una técnica

alternativa, empleando western blot para la detéccde Arginasa tipo |.

HIGADO. WESTERN BLOT. ARGINASA |

A continuacion se muestra enHegura 17 el resultado para Arginasa | en homogenado

de higado.

Grupos

Intacta 5=
IFC A5
55 Az
l Intacta 105
l IFC 105
55 10

Argingsa-1 (35/38 kDg) -
; !. - k ."' ' s}

Fig. 17. Imagenes de films revelados para Western blotmnsfesencia semi-seca. 100ug de proteina.

Arginasa | (1:3000)
A. Grupos de ratas intactas, tratadas con IFC-38ucién salina durante 5 semanas
B. Grupos de ratas intactas, tratadas con IFC-3@8ucion salina durante 10 semanas
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Existe un aumento de la enzima Arginasa tipo | iasacal fenotipo anti-inflamatorio
M2 de las células de Kupffer, lo cual se observiiataen la actividad de homogenado
total de higado con diferencias significativas pasagrupos de 10 semanas comparados
entre si (Grafica 11), asi como en la deteccidprd&ina por Western Blot (Fig. 17).

Sin embargo como se ha mencionado, los niveleoerodgenado total estan reflejando
la recuperacién de la funcidon hepatica total y melwsivamente lo ocurrido en
especifico para las células de Kupffer. Es impoetaremarcar que los fenbmenos
presentados a nivel tisular, no son exclusivosadestirpe que tenemos como objeto
principal de estudio (células de Kupffer), por leeces indispensable realizar una serie
de estudio$n vitro, para conocer su participacion especifica en tedtss procesos. A
nivel de tejido seria relevante la co-localizadi@cada una de las enzimas mediante el
empleo de inmunohistoquimica o inmunofluorescencida corroboracion de las
actividades mediante la deteccion de los niveleprdeina por Western Blot y/o los

niveles de RNA mensajero por RT-PCR.

Con la finalidad de explorar el equilibrio oxidalatatioxidante y los efectos del
farmaco IFC-305 a nivel sistémico, se determind@asrmismas actividades enzimaticas

relacionadas a un posible proceso antioxidantergdagor el farmaco de estudio.

4. SUERO. ACTIVIDADES ENZIMATICAS.

La cantidad de proteina presente en los suerosriigensignificativamente en el grupo

TO, no presenta cambios significativos entre lngpgs de 5 y 10 semanas. Estos datos

se emplearon para ajustar la cantidad de proteindo® ensayos de actividades

enzimaticas.
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Proteina total en suero
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Graf. 15. Concentracién de proteinas totales en suero (Pion€egS n>3)
* p = 0.05 respecto a Intactas

NO. Oxido nitrico

NO sérico

Ol i 1

g S 2
‘ OO 2]

N3

N
S
&

Graf. 16. Concentracion de nitratos y nitritos en suerooiffadio + ES n>3)
* p = 0.05 respecto a Intactas

El NO aumenta significativamente respecto al grd@dntactas por efecto del GGCén

el grupo TO, coherente con el proceso inflamatqtie desencadeno el hepatotoxico y
que se refleja sistémicamente. Sin embargo lodesvegresan a los de Intactas a las 5
y 10 semanas con la solucién salina, disminuyergtoficativamente a las 5 semanas
de tratamiento con IFC-305, efecto que podria Varse con la desactivacion de
enzimas como la iINOS y/o eNOS a cualquier nivelatghnismo, contribuyendo con

ello en la reversion de la cirrosis.
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SOD. Superéxido dismutasa

SOD sérica
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Graf. 17. Actividad enzimatica de SOD en suero (PromedicsnE3)
* p = 0.05 respecto a Intactas

No existen diferencias para la actividad de la S&ii¥e los grupos, a excepcion del

tratado con solucion salina a las 10 semanas gueela actividad es menor que la del
grupo Intactas. El caso del resultado de SS 1@®mesponde a lo esperado, por lo que
necesariamente debera comprobarse este efecto emayor nimero de muestras o

mediante otro método experimental, como el Wedérh

NADPHoxidasa

NADPHox sérica
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L

Graf. 18. Actividad enzimatica de NADPHox por concentradif@nion superéxido en suero
(Promedio £ ES n>3) * p = 0.05 respecto a Intactas
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La actividad de la NADPHox se exhacerba por eltefdel CC} en el grupo TO, como
reflejo de la activacién del estrés oxidante gatheor el radical triclorometano y otros
radicales que ejercen efectos sistémicos comampi@idn supedxido. Caso contrario a
lo que se observo en el homogenado total, en deindigado ha perdido sus funciones
por efecto de la cirrosis incluso a niveles de estama. Podemos observar que la
NADPHox disminuye para ambos grupos de 5 semagcassmpor debajo del grupo de
Intactas, pero no existen diferencias entre lopagule 10 semanas, quiza debido a que
a estas semanas el organismo es capaz de recepsist@micamente para ambos

tratamientos.

GHSP. Glutatién peroxidasa
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Graf. 19. Actividad enziméatica de GHSP en suero (Promeditsi>3)
* p = 0.05 respecto a Intactas

La actividad de la GHSP incrementa significativatagror efecto del farmaco alas 5y
10 semanas de tratamiento respecto al grupo detdstapero no existen diferencias
entre los grupos de solucion salina, caso conteatim observado en higado. Es quiza
debido a que el organismo requiere activar estamenpara abatir el estrés oxidante
generado a nivel sistémico y con ello el IFC-30&&saz de contribuir a la respuesta

antioxidante en la totalidad del organismo
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G6PDH. Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa

G6PDH sérica
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Graf. 20. Actividad enzimética de G6PDH en suero (Promedisin>3)

*p = 0.05 respecto a Intactas

La actividad de la G6PDH incrementa significativateepara ambos grupos a las 5

semanas y a las 10 semanas para el grupo tratadsolucion salina. Sin embargo a

nivel sistémico no es posible determinar cual esigificado real de estos cambios,

porque la molécula producto de esta enzima estduorada en una gran cantidad de

procesos bioquimicos.

Arginasa
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Graf. 21. Actividad enzimatica de Arginasa en suero (PromedtS n>3) * p = 0.5 respecto a Intactas

La actividad de esta enzima arginasa aumenta paya@ TO y para el tratado con

IFC-305 a las 5 semanas, significativamente réspedntactas. A las 10 semanas los

niveles son los normales.
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Se ha observado que los efectos del IFC-305 sorewdsntes, de manera global, a las
5 semanas de tratamiento, y que a las 10 semanggaeismo recupera algunas de sus
funciones tanto con el farmaco como con solucidinado cual se observa en este caso
en la actividad de arginasa a nivel sérico; estogye el hepatotoxico CLCke ha

retirado y no existen las sefales molecularesmyliguen el dafo.

Daremos paso a lo que ocurre a nivel sistémicdaougitocinas, principales moléculas
de comunicacion de la respuesta inmune, siends, éila responsables de notificar a
través del torrente sanguineo la presencia del tisifilar y en este caso parte esencial

en las causales y consecuencias de la cirrosis.

3. Comparar el efecto del farmaco IFC-305 sobre togeles séricos de las citocinas IL-
18, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, INF-y, TNF-a y MCP-1 durante la cirrosis

experimental por el modelo de CLCI

5. SUERO. CITOCINAS

La determinacion se realizé por MILLIPLEX® y Unicante se muestran los resultados

obtenidos para suero. No se muestran los resultdrtesidos para TNB-y MCP-1, ya

qgue no fue posible determinar los niveles en ningialos casos porgque se encontraron

fuera del rango de deteccidn del sistema.

Todas las citocinas juegan papeles muy dinami@gug algunas presentan actividades

pleiotrépicas y sus efectos dependeran de su cvac&m, de sus sitios de accion, y la
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interaccion con sus receptores en las diversasasétiel organismo. Por lo tanto, los
resultados que se presentan a continuacion delverdgiderarse como la respuesta
general a nivel sistémico, que no necesariamefigjareel fenOmeno total que estan

produciendo cada una de las moléculas.

IFC10s ?—

IFC5s
SS10s O1L-10
GRUPOS .
SS5s mIL-4
| *
CCl4 O IL-1beta
intacta
I I I I I I 1 _EI
0 20 40 60 80 100 120 ?g

Graf. 12. Citocinas séricas (IL-4, IL-10 e ILB) (Promedio + ES n>3) * p = 0.05 respecto a Intacta

Como podemos observar engiafica 12, los niveles de la IL{A no presentan cambios
significativos para ninguno de los grupos, estade@ la temporalidad del esquema
experimental, ya que esta citocina es una de laseps sefiales que emplea el
organismo para desencadenar la inflamacién. Detsité@liarse necesariamente en las
etapas de inflamacion en las que se esta estaiilecia cirrosis, es decir antes del TO,
quizé en las primeras 4 - 6 semanas en las qudé&areb ha descrito un incremento
importante en el nimero de células de Kupffer.

Para el caso de la IL-4 el CQlisminuye significativamente los niveles respeaito
grupo de Intactas, pero aumenta de manera sign/fica las 5 semanas en SS 5s como
parte de la respuesta inflamatoria que se mangeneste momento, pero para los

grupos con IFC-305 los niveles no varian respedios aletectados para el grupo de
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ratas Intactas, mostrando con ello, que el farnegcocapaz de bloquear la liberacion al
torrente sanguineo de esta citocina.

La IL-10 aumenta tanto para SS 5s como para IFCsiisembargo posee efectos
antiinflamatorios y profibrogénicos. En un procet® inflamacion crénica, como la
cirrosis, este resultado necesariamente deberéesoa otras moléculas como el TGF-
B y/o los niveles de fibrosis, ya que se ha desagite su efecto dependera del
equilibrio con otras citocinas. El IFC-305 es capde promover la respuesta
antiinflamatoria ya que en la histologia se dendosjue disminuye el infiltrado
inflamatorio, ademas de que en resultados pres&ios,no publicados, se demostré que
la IL-10 aumenta en homogenados de higados datlstratadas. Los niveles de IL-10
se recuperan a los del grupo de Intactas a lased@rsas con el farmaco IFC-305,
significando que el farmaco también ejerce efeatdaesintesis y/o liberacién de esta

citocina restableciendo con el paso del tiempadaeentraciones normales.

IFC10s
IFC5s B INF-gamma
SS10s | mliL-12
GRUPOS L6
SS5s . ) -

CCl4 ¢ *

intacta %

0 100 200 300 400 500 600 700

Graf. 13. Citocinas séricas (IL-6, IL-12, INF) (Promedio + ES n>3) * p = 0.05 respecto a Intacta

En lagrafica 13 podemos observar que los niveles de IL-6, IL-1RFEe-gamma para el

grupo TO de CGl son significativamente menores a los del grupo wk&actas.
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Considerando a las 3 moléculas como sefiales mwoiatbrias, deberan, del mismo
modo que la IL-[, determinarse los niveles a una temporalidad mésuada en donde
la inflamacién juega un papel central en el proagsioestablecimiento de la cirrosis.
Sin embargo es notable que los niveles de las &aulals aumentan a las 5 semanas
con solucion salina, o que podria contribuir carpérpetuacion de la inflamacion y la
Cirrosis.

Por otro lado, tanto a las 5 como a las 10 send@astamiento con el IFC-305, la IL-
6, IL-12 y el INF-gamma presentan las mismas camaeiones que el grupo de ratas
Intactas, demostrando con ello, nuevamente, quérelaco es capaz de ejercer un
efecto en la sintesis y/o liberacion de estas mtdéc normalizando sus niveles a las

concentraciones que se presentan en las ratataBitac

SUERO. ELISA. IL-10
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o
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4 C
8 o.08
3] *b
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0 ‘ : :
Intactas TO SS 5s IFC 5s

Graf. 14.1L-10 sérica (Promedio + ES n>Bdr ELISA. *a (p= 0.02) respecto a IFC 5s *b (p.§)0respecto al
grupo control (Intactas) ya SS 5

Existe una disminucion de esta citocina en el giipoespecto al control, sin embargo
aumenta para SS 5s y disminuye significativamemiie@ pFC 5s. Tal como se ha
mencionado, esta molécula presenta dos actividguescontribuyen de manera muy

distinta en la cirrosis y su reversion, por unagaeseamos que los niveles de IL-10
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con propiedades antiinflamatorias aumenten, pere lguIL-10 con propiedades
profibrogénicas disminuya, por consecuencia, eesa&m hacer un andlisis de los
niveles de esta molécula presente en higado ydedailibrios, con otras citocinas
como el TGH3 para poder atribuir una respuesta auténtica a estdaciones

sistémicas en la concentraciéon de IL-10.

Mas alla de todas las respuestas observadas, esanecaproximarse al posible
mecanismo de accion del IFC-305. Es notable qearabio de fenotipo de las células
de Kupffer antiinflamatorias esta jugando un pagséncial en la reversion de la
cirrosis. Por ello, se decidié comenzar el estdéi@tras moléculas que se ha vinculado
a la antiiflamacién, ya que una de las vias delgeit#n en las células de Kupffer esta
mediada por la adiponectina y la unidbn a sus receptadipo R1 Y R2 vy
adicionalmente se ha involucrado esta moléculat@s ¢endmenos de regulacion de la

respuesta inmune.

4. Evaluar el efecto del farmaco IFC-305 sobre &tivacion de la adiponectina

durante la cirrosis experimental por el modelo deCl,.

6. SUERO. Adiponectina

20
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Graf. 22. Adiponectina en suero (Promedio + ES nx@&)erminada por RIA. *(p = 0.046)
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La gréfica 22 muestra que existen diferencias significativasleewoncentracién de
adiponectina en suero a las 10 semanas tanto pgrap® con solucién salina y alin
mayor con IFC-305, sin embargo por cuestiones noédgitas no fue posible
determinar lo que ocurria para el TO y los grupm$ demanas.

Es posible que el farmaco esté promoviendo lagitke esta molécula, que promueve
el cambio a un fenotipo antiinflamatorio de lasutad de Kupffer, pero habra que
determinar necesariamente sus interacciones caeseistores y su concentracion en el
higado y en particular su efecto sobre las céldaKupffer, para caracterizar su

participacion en la reversion de la cirrosis y siggtos sobre la inmunomodulacion.
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J. RESUMEN DE RESULTADOS
Para realizar un analisis de resultados mas ifdtegranuestra a continuacién la tabla 3

gue resumen los resultados mas significativos abdsnexperimentalmente en este

trabajo.
GRUPOS TO: CCl SS 5s IFC 5s SS 10s IFC 103
CELULARIDAD

Células de Kupffer l ! 1 0 1

Kupffer M1. CD163 1 1 - 1 1

CD14 ND 0 0 )

Granulocitos 0 1 0 1

Células dendriticas 1 1 1 ! l

Células T ND 1 0

MEDULA OSEA
Monocitos | ND | ND | ND | ! =
ACTIVIDAD ENZIMATICA

Proteina total

Oxido nitrico | |

SOD 1

NADPHox ! ! !

GHSP 1 I I I 1

G6PDH

Arginasa --- --- 1 --- 1

CITOCINAS

IL-1B

IL-4 ! 1 !

IL-6 ! 1 !

IL-10 1 0 0

IL-12 ! 0

INF-y l 1

ACTIVIDAD ENZIMATICA

Proteina total l

Oxido nitrico 1 !

SOD !

NADPHox 1 l l l ---

GHSP ) 0 )

G6PDH 1 1 1

Arginasa 1 1 1 1

Adiponectina ND ND ND 0 1

Tabla 3. Resumen global de los resultados obtenidos.
Simbologia:
1 Aumenta significativamente respecto al grupordactas
| Disminuye significativamente respecto al grupdrdactas
--- No presenta cambios significativos respecto al @dm Intactas
ND No se determin6 experimentalmente
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K. DISCUSION DE RESULTADOS

Con el fin de studiar el papel de las células Kupffer en la resfa inmune y/o
antioxidante del farmaco experimental IFC-305 erfeelomeno de reversion de la
cirrosis experimental inducida por GCTrodos los resultados se obtuvieron después de
la induccién de cirrosis experimental con €Gha vez que se retird el hepatotoxico.
Sabemos, por lo reportado en la literatura, quaeteempo la cirrosis se ha establecido
y es irreversible, que el proceso inflamatorio setdansformado a una inflamacion

cronica en la que existe la activacion de la resjaui@mune adaptativa.

A las 5y 10 semanas después del considerado T&ssa observar que ocurre durante
un fendbmeno de reversion; en donde la hipotesigcandue el farmaco IFC-305
recuperara la funcion y la arquitectura del higaficientemente respecto a los grupos

tratados con solucién salina.

La comparacion de los datos se realizo respegnupb de Intactas; para asi determinar
si el farmaco es capaz de normalizar los valorestato basal.
A continuacion se enlistan los objetivos plantsadn el trabajo, con la finalidad de

realizar el analisis de los resultados confornmasanbjetivos planteados.

1. Comparar el efecto del farmaco IFC-305 sobre lawtectura histoldgica del

higado, la poblacion de células de Kupffer y otia&ulas inmunoldgicas

durante la cirrosis experimental por el modelo G€l,.

-83-



Se observd cualitativamente que en las tincionasosina-hematoxilina el tratamiento
con IFC-305 reduce el infiltrado inflamatorio y vgera la distribucion del parénquima.
El farmaco es capaz de disminuir las fibras degemia después de 5 y 10 semanas de
tratamiento, observado en las tinciones de triccdmde Masson, recuperando
paulatinamente la arquitectura normal del higadaljdando con ello el modelo
experimental de cirrosis inducida por GZkl efecto del reversion de la cirrosis con el
IFC-305, tal y como se encuentra reportado en jmalevios de este mismo grupo de

investigacion'>

Se conoce que en la respuesta inmunoldgica a €§IAn involucradas estirpes
inmunoldgicas que incluyen a los macréfagos, litds; eosindfilos y células
plasmaticag® En particular, en este trabajo desedbamos commepre sucede con los
macrofagos residentes del higado, las células defféu que cdmo se ha
establecid&*° poseen distintos fenotipos de activacién que pueiteularse con los

fendmenos de cirrosis y la reversion de la misoraefecto del farmaco IFC-305.

En la citometria de flujo en los porcentajes de lgmbn doble positiva total
(HIS36+/CD11b+) se detect6 una tendencia de cananiad nimero total de células de
Kupffer HIS36+. COmo se observa enG@e&éfica 1 la induccion de hepatotoxicidad con
CCl, disminuye considerablemente la poblacion, esttvasalescrito como parte del
proceso que indica que la cirrosis ya se ha esldblg que se han superado las etapas
agudas de inflamacidfi.Son de remarcar, dos hallazgos: el aumento a Igsl6
semanas de esta poblacion HIS36+ por efecto dentranto con IFC-305. El mas
trascendente es el incremento en la poblacién & Emmanas con el tratamiento IFC-

305; ya que si dichas células de Kupffer estavaatds, estaran mediando un proceso

-84 -



mas acelerado respecto al proceso normal homemstathunoldgico, el cual puede ser
anti-inflamatorio y/o de reparacion de tejido. Eygndo es que a las 10 semanas existe
un incremento semejante en el nimero total de a®lde Kupffer tanto para el
tratamiento con IFC-305 como para solucion saiimdependientemente del estado de
activacion que esté presentado cada poblaciormpsriante relacionar estos datos con
dos aspectos importantes: la regulacién de otiirpes inmunoldgicas y la secrecion

de mediadores anti-inflamatorios (citocinas).

En una reproduccién adicional del experimento, lague se siguié el mismo esquema
de tratamiento, se cuantificaron las células defiéupcon un marcador diferente
(CD163) asociado a una activacién clasica y a natfigo inflamatorio. En I&rafica 2

se puede observar que aumentan las células pgrapal de TO lo que indica que el
hepatotoxico promueve la presencia de células gefé&uM1, lo mismo ocurre para las
10 semanas con solucion salina, lo que significe gl fenotipo inflamatorio
permanece. Caso contrario lo observado con el BECgBie disminuye el porcentaje de
células CD163+ incluso a los niveles de las ratéactas, asociando el total de células
de Kupffer a otra poblacién activada por el farmaee, cdémo se ha mencionado,

podria contribuir en la reversion de la cirrosis.

En el caso de los resultados obtenidos para el Qiptdwestern blotKigura 16),
podemos mencionar que existe variacion entre lopagr de solucién salings IFC-
305, y que esta disminucién en la presencia deéidad de CD14 para el IFC-305
podria relacionarse por un lado con el fenémerarirdtorid® **ya que la expresion de

esta molécula se exacerba en al fenotipo fagocijticdotdéxico M1, pero al mismo
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tiempo podria reflejar cambios en la cantidad denouitos reclutados, ya que estas

células también expresan CD14.

Estos resultados nos hablan de la participacidlagieélulas de Kupffer en el proceso
de resolucion de la inflamacion y de la capacideldfarmaco de modular no sélo el

namero de estas células, sino potencialmente hagif®s de activacion.

En lo que concierne a las otras estirpes inmuncédgilel higado, como se ha descrito,
la proliferacién de los linfocitos T esta asociadana activacion clasica de tipo M1
por tanto, una disminucion de esta poblacion y @alas dendriticasT@bla 1) por
efecto del tratamiento, apoya una hipétesis: BEbtipo para los macrofagos presentes
con IFC-305 a las 10 semanas es de tipo M2. Adeseatiene reportado que la
respuesta defensiva en el modelo de,€€lde tipo Thque apoya de la misma manera
el fenotipo M2. Se revela también una disminucidnles monocitos de manera
significativa respecto al grupo control, lo que nuwsbla de que los macréfagos
presentes, no son circulantes Unicamente y queuemagoria han modificado su
fenotipo ya sea a M1 o M2 con cambios en la intawkide la expresion de estos
marcadores a las 10 semanas de tratamiento (CD11b/c

Un dato que nos permite asociar si estos macréfagt@sm migrando al higado es
conocer si existe algun cambio en los precursoeessths células a nivel de médula
Osea. Se conoce el proceso de reclutamiento y ondgrae encuentran alterados en la
cirrosis, el cual estd mediado principalmente pEP-1. Como se ha detallado en el
resumen de resultados los precursores de médedaedsan disminuidos en el grupo
con solucién salina a las 10 semankab(a 2) y regresan a sus valores normales con el

farmaco. Este dato refuerza la propiedad de la cutdélFC-305 y su nucleo de
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adenosina, que activa mecanismos celulares, comwliferacion, en este caso a nivel

de médula 6sea.

A las 5 semanas las células dendriticas aumentanspéuicion salina y para el grupo
tratado con IFC-305, tal como sucede en el TO, smbargo disminuyen
significativamente respecto a Intactas a las 10ases) lo que significard que
probablemente estas células ya no participan @s etdpas. Los granulocitos aumentan
tanto con el farmaco como con solucién salina, patira que determinar dentro de esta
poblacion heterogénea, cual es cada una de lapessii el estado de activaciéon y la

secrecion de citocinas sefial que proveen cada una.

Estos fendmenos deberan ser estudiados a profuhpada determinar su contribucion
en el fenémeno de reversion de la cirrosis, parivel general indican un fendmeno de

inmunomodulacién.

Ademas de la asociacién con otras estirpes desfauesta inmunoldgica, es necesario
conocer el estado general tanto a nivel de higamooca nivel sistémico. Se ha
confirmado muy recientemente que las células ddf&upon los principales secretores
de citocinas en higado a través de ®Fy que ademas median diversos mecanismos
oxidantes/antioxidantes por sus actividades enmagtinherentes, cobrando mayor
importancia terapéutica en el tratamiento de pgtato hepaticas asociando su

participacién en mecanismos de inmunomodula&ién.

2. Determinar actividades enzimaticas asociadas leorespuesta oxidante y

antioxidante en el higado y a nivel sistémico.
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En el tejido hepético los cambios porcentualesosmiveles de proteina no mostraron
diferencias entre los grupos experimentales. Lesleés de NO no se ven modificados
respecto al grupo de Intactas a nivel de tejidogesnbargo incrementan con el Gé&h
los niveles séricos, como resultado, en parteaagetivacion de la INOS de las células
de Kupffer en respuesta al estrés que produce oigtabel CC} y/o la muerte de los
hepatocitos. Dicho incremento disminuye tanto aSla®mo a las 10 semanas con el
tratamiento IFC-305, lo que se traduce en una mdoae los niveles de ERO en un
fendmeno potencialmente antioxidante. Al mismo Hemen el grupo tratado con
solucion salina durante 10 semanas no se preserdanobios en los niveles de NO, lo
que significa que el organismo es capaz de compersta produccién de ERO
mediante algiin mecanismo enzimatico antioxidanéevez que se ha retirado la fuente
de estrés. Cabe resaltar que el origen especifttoN@® en ambos resultados se
desconoce ya que existen diversas estirpes quadugen, por lo que se requerira de
un experimento adicional en el que se determinfudate de dicho NO para poder
interpretar de mejor manera estos resultados édrde la cuantificacion de la INOS o

la eNOS por western blot y/o inmunohistoquimica.

Al observar lo que ocurre con el i6n superéxidodpaido por la NADPHox con el
CCl, a nivel de tejido, hay una disminucion en la adtéd, ya que de manera general
hay cambios en la funcion hepatica, lo cual no efteja necesariamente a nivel
sistémico ya que la actividad incrementa a niveiceé En el caso particular de la
células de Kupffer y los macréfagos en general eszima es la responsable de dar
comienzo al estallido respiratorio que tiene comalidad eliminar agentes patdégenos o
un exceso de células necréticas, por lo que eéimento es un actividad es un reflejo

del combate que lleva a cabo con el gran nUmeroegatocitos necréticos presentes
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con el CCJ, activada por INF-gamma, y los cambios de actividad reflejaria

indirectamente en los niveles de anion superéxislosg han determinado.

Al inicio con CCl, se percibe un incremento a nivel sérico de legles de anion

superoéxido, pero no del mismo modo a nivel de d¢ejiddicando probablemente, que
no solo los macrofagos circulantes como primeraendas inmunolégicas estan
actuando, sino que en el tejido (Kupffer) lo hademmanera distinta ya que el origen de
esta molécula no es exclusivo de esta estirpeieexigras fuentes que contribuyen a la
presencia de esta ERO. Sin embargo el farmacoguieeh que fuese el origen, es
capaz de recuperar los niveles normales a las h@rses de tratamiento en el suero e

incluso disminuir los niveles en el tejido.

Es remarcable el hecho de que un fendmeno de esidEnte la presencia de ERO no
conforman en su totalidad la respuesta del orgamiden activacién del sistema de
defensas enzimaticas promueve que se reestablezmuilibrio oxidante/antioxidante,

pero al mismo tiempo una respuesta enzimatica exada estaria contribuyendo en el

desequilibrio.

Al detenernos en lo que ocurre con 2 enzimas dddoxes que combaten el estrés
oxidante la SOD y GHSP encontramos que los camémo®stas enzimas difieren
nuevamente entre los de tejido respecto al sédoa. el CCJ se presenta un aumento
en la actividad de la ZnCu-SOD tisular, acorde etamismo hepatotoxico que produce
un aumento en ERO que el organismo debe combatuehlocal. Los niveles de esta
enzima con el tratamiento IFC-305 y con solucidlingaa las 5 y 10 semanas no

presentan cambios respecto al grupo de Intactasjidn. A nivel sérico se presentan
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cambios Unicamente en el grupo de solucion salites 40 semanas. Teorizando un
poco en el mecanismo, tanto del compuesto comkiniénacion del hepatotdxico, al no

existir un agente generador de estrés oxidanttejidb no activa la enzima para su
combate, recuperando los niveles normales de datlven el tejido. Esto a diferencia
de lo que sucede en suero, donde a las 10 semamaslacion salina, la pérdida de la
funcion normal se refleja en una caida de la afd@vi que no se observa con el
tratamiento de IFC-305, el cual potencialmente @stiableciendo la homeostasis

sistémica ya que no se observan diferencias respegtupo de Intactas.

En el caso de la GHSP se observa que para todogriges su actividad esta
incrementada respecto al grupo de Intactas y est@oberente debido a que el
metabolismo del CGksta asociado al sistema glutation y en todosdesscse requiere
de este sistema de detoxificacién y antioxidaci@nnivel de suero ocurre que el
farmaco es capaz de activar esta defensa antid&idam indicador de la busqueda del
equilibrio entre especies reactivas de oxigeno gamiemos antioxidantes, en donde el
tratamiento con IFC-305 esta activando este tipalefensas a diferencia de lo que
sucede con la solucion salina tanto a las 5 coras 40 semanas de tratamiento, un

fendmeno que incluso se ha reportado en trabageégsrdel laboratorio.

Con la actividad de G6PDH no se observaron candnagjido, pero a nivel de suero
los niveles regresan a los del grupo Intactas dllasemanas de tratamiento con el
farmaco, contribuyendo a recuperar la capacidadodghnismo de generar niveles
adecuados de poder reductor de NADPH, necesarioo coofiactor en multiples

actividades enzimaticas, controlando con ello aeapuestas enzimaticas.
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Es importante remarcar que los fendbmenos presentadivel tisular, no son exclusivos
de la estirpe que estudiamos (células de Kupffen),lo que es indispensable realizar
los estudiosn vitro, para dar paso a conocer su participacion espaah todos estos

procesos.

Ahora bien, la vinculaciébn de estos resultados atgunas de las moléculas de
inflamacién como las citocinas nos permite acesamas a la clasificaciéon particular

del estado de activacion de cada de las poblacimesacrofagos observada.

3. Comparar el efecto del farmaco IFC-305 sobrs toveles séricos de las
citocinas IL-18, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, INFy, TNF« y MCP-1 durante la

cirrosis experimental por el modelo de GCI

Inicialmente IL-1beta, junto con TN&; secretada principalmente por células de
Kupffer juega un papel de sefalizacion potencidbza del dafio, magnificando asi la
activacion de moléculas de adhesion endotelialda ynigracion leucocitaria. Sin

embargo ambas moléculas estan descritas paratéaspsanas de inflamacion, por lo
que es necesario estudiarlas en las primeras senuwmatratamiento, en donde

potencialmente el estado de activacién a encoetesm el inflamatorio.

De manera global, las citocinas cuantificadas enGeaficas 12 y 13 durante las
primeras 10 semanas con @Cho presentaron niveles detectables. Esto se puede
asociar a laGréafica 1, ya que en ella se observa que la poblacion ptuake

macrofagos ha disminuido. La poblacion de los nfagas que contribuyen en las
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etapas de inflamacion pertenecen al fenotipo Mlsdéal de activacion sera via
PAMP’s asociados a las células apoptéticas provenientdesdbepatocitos que han
L

metabolizado el CGlvia citocromo P450 IL.E.T, y se comprueba con @@rafica 2, en

donde aumenta la cantidad de células de Kupffer83bInflamatorias

Lo que ocurre a las 5 semanas del tratamientoaanién salina y con IFC-305 con las

citocinas cuantificadas nos habla de dos fenotiplagonales.

Como recordaremos, en procesos de cirrosis con §8Cha descrito que el tipo de
respuesta esta polarizada a una de tipo Th2 regpladcitocinas IL-13 y 21, mediada
por linfocitos Th2 (colaboradores). Este tipo depreesta esta vinculada con el fenotipo

de activacion M2.

En nuestro modelo, por una parte, existen difeasnen el nimero de macréfagos, en
donde observamos que la recuperacion es mas lardaepgrupo con solucion salina,
los niveles de INR- se encuentran elevados en el grupo SS 5s, lorgligaria que
estos macréfagos podrian estarse activando poviesta ademas existe un incremento
en linfocitos T acorde con el INF-lo que nos daria pie a caracterizar la activaeidbn
el grupo de solucion salina de tipo M1 tal comoroewon el CCJ, en donde la

evolucion en el tejido es patoldgica.

IL-6 asociada a la fase aguda de inflamacion e2lcdmo la principal activadora de
linfocitos para la secrecion de INf-no presentan cambios respecto al grupo de
Intactas, a pesar de que normalmente se esperament de ambas como citocinas

proinflamatorias, en el caso del higado se tieea baracterizado que tanto IL-6 como
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TNF-0 estan asociadas a proliferacion, por lo que #@+4305 a las 5 y 10 semanas
conserva los niveles de Intactas estara acompatii@adma recuperacion a un estado
normal sistémico, posterior a la disminucién debceso inflamatorio y una

proliferacion controlada de hepatocitos.

Otra de las citocinas que nos revela el estadatileaeion de los macrofagos es la IL-4.
En este caso podemos observar que dicha citodiaalissninuida para el C¢lpero se
recuperan los niveles normales con el tratamieatt=€-305 a las 5 y 10 semanas, sin
embargo este dato debe corroborarse por otro métmdo puede ser ELISA o Western
Blot, para poder sustentar la hipétesis de quensr6fagos con el tratamiento de IFC-
305 son de tipo M2, ya que adicionalmente no sergha diferencias significativas a

las 10 semanas al comparar ambos grupos S&1B€ 10s

Activacion de las células de Kupffer

22, Corroborar los cambios en la actividad enzicgtde arginasa por una técnica

alternativa, empleando western blot para la detéeale Arginasa tipo |.

4. Evaluar el efecto del farmaco IFC-305 sobrealetivacion de la adiponectina

durante la cirrosis experimental por el modelo G€l,

A las 10 semanadGfaficas 1) el porcentaje de células HIS36+, células de Karpff
totales, se recuperan para ambos tratamientos 0sCy1SS 10s, pero no ocurre lo
mismo para el porcentaje de células CD16B#éafica 2) inflamatoriaé®, en donde el

IFC-305 disminuye aln mas esta poblacion respelts grupos de solucién salina. Sin
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embargo, existen tres datos que orientan de mejmiera la causa de que no existan

diferencias en el fendbmeno presente.

A las 5 semanas para ambos grupos se revela quealo$fagos presentes en el grupo
de solucién salina son de fenotipo distinto, prédrmlente M2c y M1, los cuales como
recordaremos, son los responsables de dar pideptassicion de matriz extracelular por
TGF, ya que los niveles de IL-10 estan por encimaadadtas Intactas. Este dato se
corroboré por ELISA, en muestras de suén@fica 14, donde se observé la misma
tendencia y la diferencia es significativa, estaamna, IL-10 descrita como la principal
anti-inflamatoria tiene asociado al igual que elFf§el fendmeno profibrogénico, por
lo que un aumento en una patologia fibrogénica clanuirrosis estaria contribuyendo

al desorden tisular, caso que no ocurre con el36&a este tiempo.

La arginasa se conoce es un marcador del fenotgpaélulas de Kupffer anti-

inflamatoriad® 2

y podemos observar que los niveles de expresiddidiea proteina
estan por arriba de los normales en las ratasltratteon IFC-305Gréfica 11, Fig. 17).
Es éste, quizd uno de los resultados que apoyaerfiente la hipétesis de que el
farmaco es capaz de modular el estado de activatddias células de Kupffer a un

fenotipo M2 anti-inflamatorio.

La adiponectina que se ha descrito como la molécafmz de “desactivar’ a los
macréfagos o promover un cambio de fenotipo afiésimatorio; en el modelo de
etanot’ favorece la recuperacion del tejido, disminuyefasecrecion de TNE-y
ERO, deteniendo asi la evolucion del dafio tisalamenta por efecto del IFC-305 a las

10 semanas de tratamiento, tal y como lo observamdtegrafica 22.
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Todo lo anterior apunta a corroborar la hipétefasteada en la que si el farmaco IFC-
305 (aspartato de adenosina) ademas de recupdralaate energético y el estado de
oxido-reduccion de la célula permite la recupemagidnodulacion de la activacion de
las células de Kupffer y otras estirpes inmunolagiidel higado durante su uso como
tratamiento en reversion de la cirrosis, al tientpee ejerce un efecto en células
estelares y hepatocitos. Todo lo anteradicionalmente podrian estar mediando un
fendmeno de activacion de las células de Kupffen denotipo anti-inflamatorio. Pero
aun queda mucho campo para experimentar, habr&@eteeminar si el fenébmeno es
detectable en un modeio vitro y con ello profundizar en los mecanismos de aciira

y las cascadas de sefializacion que pudieran imaofgcen ello, y asi poder dirigir esta
propiedad del farmaco en el combate de otras gatsasociadas a la polarizacion de

los macrofagos dando paso a nuevas perspectivas.
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L. PERSPECTIVAS

Elucidar el mecanismo por el cual el farmaco IFG-30teracciona con las

células de la respuesta inmune.

Determinar modificaciones en las células de la uesf@a inmune en otros

organos asociados como son el ganglio mesentéoaa pazo.

Cuantificar diversas citocinas a nivel de homogerdsl higado y caracterizar la

expresion de citocinas y/o enzimas involucradasaemantioxidacion en las

células de Kupffer.

Estudiar los fendmenos de activacion por el farmi&€s305 de las células de

Kupffer a nivel in vitro.

Determinar la interaccion del farmaco IFC-305 amdélulas de Kupffer ya sea

a través de los receptores de adenosina, de sgpottadores o metabolismo.

- 906 -



M. CONCLUSIONES

El farmaco IFC-305 es capaz de recuperar la aaure del tejido hepatico, de
inmunomodular al tiempo que modifica los mecanism@ogoxidantes de respuesta al

CCl,,

Durante las primeras 10 semanas con,C€l da el proceso inflamatorio con una
activacion de macréfagos M1, la activacion de |a&D¥®Aloxidasa y la INOS promueven
la formacion de NO y de i6n superoéxido, el aumelgaélulas de Kupffer inflamatorias

CD163+, de células dendriticas CD103+ y de granoe&P-1+.

En las 5 semanas de tratamiento con IFC-305 eblpasiiservar, en comparacion con
el grupo de solucién salina que:
- Disminuyen los niveles de IN{-IL-4, IL-6 e IL-12.
- Incrementa el porcentaje total de células de Kugffls36+; la poblacion de
macrofagos que se esta recuperando no se encaettada por la via clasica

M1, ya que las células CD163+ estan disminuyenpaiale la inflamacion.

En las 10 semanas de tratamiento con IFC-305 aésl@abservar, en comparacion con
el grupo de solucion salina al mismo tiempo que:
- No existe diferencia en el numero total de céldm&upffer en higado HIS36+,
ya que en ambos casos incrementa.
- Disminuye el numero de linfocitos T en higado CQ33e células dendriticas.
- Aumenta el niumero de monocitos precursores de rmémhda CD11b/c+ y el

namero de granulocitos.
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- Las citocinas INFy, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-12.se recuperan a los rie® del

grupo de ratas Intactas

A las 10 semanas existen dos estados diferenteactdeacion para las células de
Kupffer. Para el grupo con solucién salina pertenex los macréfagos inflamatorios y
el IFC-305 esta activando potencialmente un fenatlip macréfagos anti-inflamatorios
con un incremento en los niveles de arginasa yoadigtina, contribuyendo con ello a la

reparacion del tejido hepatico.

No existen cambios en IL-1 la cual es una citodileafase aguda, por lo que es
necesario cuantificarlas en estados mas tempramasfldmacion y a tiempos mas

cortos en los tratamientos.

No fue posible detectar cambios en los niveles @M y TNFe, con la metodologia

empleada por Milliplex®
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