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1. RESUMEN

El Factor de Crecimiento de Tejido Conectivo (CTGF) es una proteina que tiene
actividad en la formacion de tejidos y hueso en la etapa fetal y tiene papel
profibrogénico postnatal ya que se ha encontrado aumentada en el suero de
pacientes que cursan con comportamiento en el espectro de la fibrosis hepatica,
por lo que el objetivo de este trabajo es determinar la expresion de CTGF a nivel
génico y a nivel de proteina en higado y suero. Para cumplir este objetivo se
trabajo con un modelo animal de fibrosis hepatica con ratas macho de la cepa
Wistar de 3 meses de edad con peso aproximado de 250+20ga los que les fueron
inducidos diferentes grados de fibrosis mediante la administracion intraperitoneal
de un agente hepatotoxico (CCls) a diferentes dosis: 8, 12, 20 y 40 dosis, que
corresponden a diferentes etapas: F1, F2, F3 y F4, segun escala METAVIR,
ademas de tener un grupo control (FO) que no tuvo ninguna administracion.
Adicionalmente se generd un grupo de reversidon de la fibrosis hepatica, al cual
después de inducirle fibrosis severa, administrandole 20 dosis de CCl,, tuvo un
mes de recuperacion (F3+R). Al final de cada esquema de administracidon se

colectaron el higado y la sangre total.

Para confirmar el estadio de la fibrosis y observar la microestructura del higado
se realizaron tinciones histolégicas (Rojo de Sirio, Tricrdmica de Masson vy
Hematoxilina y Eosina). Se realizd RT-PCR para estudiar la expresion de CTGF, el
cual se normalizé con el gen constitutivo 18S. La cantidad de proteina en el
higado y el suero se cuantificdmediante ELISA para CTGF. Los datos se presentan
como Media*EE, se analizaron mediante ANOVA de una via y la prueba post hoc
de Tukey, para comparar dos grupos se empled t-student, p<0.05 se consideré

como significativo.




La expresion de CTGF aumentd desde la fibrosis intermedia (F2) y sigue
aumentando hasta ser mayor en la etapa mas severa, la cirrosis (F4) al ser
comparado con un higado sano (F0), ademas la expresidon fue significativamente
mayor en F4 a compararlo con la fibrosis inicial (F1). Sin embargo, la expresion a
nivel proteico de CTGF en el higado fue de manera contraria, disminuyendo la
concentracion a partir de que surge la fibrosis y manteniéndose disminuida hasta
la cirrosis (F1-F4) a comparacion con un higado sano. CTGF en el suero no vario

en ningun grupo.

En el modelo de reversién, la expresién de CTGF en el higado en proceso de
resolucion de la fibrosis (F3+R) regres6 a niveles del higado sano, siendo
significativamente menor en comparacién con el grupo que tenia las mismas
dosis de CCls (F3); la proteina de CTGF en el higado presenté el mismo
comportamiento contrario, y se encentré aumentada a comparacion con F3, pero
sin llegar a restablecer los niveles de FO. E igual que el modelo de fibrosis, CTGF

sérico no varid en los diferentes grupos de este modelo.




2. INTRODUCCION
2.1 El higado.

El higado es el érgano interno mas grande, comprende aproximadamente del 2
al 3% del peso total del cuerpo humano [1], cumple un papel clave las vias
metabdlicas fundamentales y en funciones de sintesis; se halla estratégicamente
situado para desempeiar diversas funciones metabdlicas, ya que es el primer
organo en recibir el suministro de sangre enriquecida con nutrientes

provenientes del tubo digestivo a través de la vena porta [2].

El parénquima hepatico consiste en células parenquimales: células epiteliales y
hepatocitos (células mas abundantes) y no parenquimales asociadas con el
sinusoide: células endoteliales, células de Kupffer, linfocitos Natural Killer (NK)
residentes, células dendriticas y las células estelares hepaticas (HSCs, Hepatic

Stellate Cells) [3, 4]; que en su conjunto desempeian las actividades del higado.

El higado tiene muchas funciones que implican aspectos vasculares, metabdlicos

y secretores (Figura 1). Las funcionesbasicas del higado incluyen:

> Regulacién del metabolismo de los hidratos de carbono, los lipidos y de
proteinas (produce albumina, fibrindgeno, inmunoglobulinas, proteinas de
transporte, triglicéridos, lipoproteinas y otras importantes moléculas).

> Regulacién de la produccién y excrecion de colesterol.

> Produccién y secrecién de &cidos biliares. La bilirrubina y otros productos
de descomposicion de la hemoglobina se secretan en la bilis y se eliminan
del organismo en las heces.

» Funciones enddcrinas. Los hepatocitos producen y secretan hormonas al
torrente sanguineo, incluido el factor de crecimiento de los hepatocitos
(HGF), el factor de crecimiento tipo insulinico 1 (IGF-1), el
angiotensinégeno y algunas citocinas. Convierte la tiroxina (T4) en

triyodotironina (T3) y participa en la activacién de la vitamina D.




> Detoxificacion: el higado contiene macréfagos residentes (células de
Kupffer), que a medida que la sangre pasa por el higado, los eritrocitos
viejos y lesionados son fagocitados. Las hormonas, los farmacos y otras
sustancias quimicas son metabolizadas por los hepatocitos.

> Almacenamiento de vitaminas y de hierro. El higado almacena varios
elementos basicos para las funciones normales del organismo: Vitamina A

que es almacenada en las HSCs, B12, acido fdlico, hierro, etc [5].

Células epiteliales Células de Kupfier

Fagocitosis __elgme o2 &y
| @ﬁ‘:.‘.

«JOHN ACRAE—M

Degradaciong®
e los -

pigmentos
sanguineos

enzimas
y hilis El higado en
% su conjunto

Accién de esponja \ .
(regulacién del .
volumen /
sanguineo) | >

Regulacién
esfinteriana del
flujo sanguineo

Secrecién biliar - 2 Y Permeabilidad del sinusoide

-
el

Vias biliares Sistema vascular

Figura 1. Funciones del higado. Numerosas son las funciones que desempefia el higado, en las
gque se encuentran, almacenamiento, secrecion, degradaciéon y detoxificacién. (Mulroney,
2001)[6]




2.2 La fibrosis hepatica.

Se le llama fibrosis hepatica a la acumulacién de componentes de la matriz
extracelular (ej. colagena y fibronectina) en el higado en respuesta a un dafio
hepatico, que si es excesiva puede progresar y convertirse en cirrosis hepatica.
La cirrosis hepatica es una enfermedad cronica con diferentes etiologias, causada
por multiples lesiones de largo plazo para el higado. Mundialmente, la cirrosis
hepatica representa la 142 causa de mortalidad, pero en EUA ocupa el lugar
numero 12 y el puesto 4 en México y en Europa Central [7]. El inicio, progresién
y evolucién clinica de la cirrosis hepatica entre la poblacion mexicana se ven
influenciados por factores genéticos y ambientales especificos, entre ellos se
encuentran un genoma mezcla de ascendencia europea, amerindia y africana; la
puntuacién mas alta de consumo de alcohol; infecciones virales; una dieta que
afecta directamente al higado y alta prevalencia de obesidad [8] . En general, las
etiologias de la cirrosis hepatica son el abuso del alcohol, seguido por infecciones
virales (virus de hepatitis C y B), y el higado graso no alcohélico (Non Alcoholic
Fatty Liver Disease NAFLD), que incluye la esteatohepatitis no alcohdlica (Non
Alcoholic Steatohepatitis NASH) [9]. Otras causas, aunque menos frecuentes,
son la hepatitis autoinmunes, colestasis obstructiva, hemocromatosis hereditaria,
enfermedad de Wilson y toxicidad por farmacos. Independientemente de la
etiologia la enfermedad hepatica cronica desencadena fibrosis hepatica, que es
un mecanismo de reparacion del higado a un dafio que conduce a la acumulacién
progresiva de componentes de la matriz extracelular (ECM), una forma de
intentar limitar el dafio generado; sin embargo, si esta continla, la fibrogénesis
persistira y provocara la degeneracion y necrosis de hepatocitos y el parénquima
hepatico serd sustituido por tejido cicatrizal, ocasionando una pérdida de funcién
[10]; este dafio hepatico desencadenara hipertensiéon portal y distorsion vascular
intrahepatica la cual tendrd varias complicaciones, por ejemplo, presencia de

ascitis (acumulacién de liquido en el peritoneo), sangrado esofagico, ictericia y




encefalopatia.Esta acumulacion de ECM, es generada en el higado principalmente
por las HSCs [4].
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Figura 2. Funciones, caracteristicas y fenotipos de las células estelares hepaticas
(HSC), en el higado normal y enfermo. Las HSC quiescentes son fundamentales para el
funcionamiento metabdlico normal del higado. La lesidon hepatica provoca la transdiferenciacion
de un estado quiescente a su fenotipo activado, lo que lleva a una reprogramacion metabdlica. A
través de estos cambios se impulsa la respuesta fibrotica a la lesion y el desarrollo de la cirrosis.
ECM, extracellular matrix; HSCs, hepatic stellate cells; NK, natural killer. (Modificado de Lee,
2015) [11].

Las HSCs, consideradas de origen mesenquimal, residen en el espacio de Disse
entre hepatocitos y células endoteliales del sinusoide en el higado [12],

comprenden cerca del 5-8% del total de células hepaticas y 1% del total de la
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masa del higado, estas células almacenan el 90-95% de los retinoides (vitamina
A y sus metabolitos) en su citoplasma en forma de vacuolas. Estos retinoides
regulan diversas actividades celulares, como son la proliferacion, diferenciacién,

morfogénesis y tumorogénesis.

En condiciones patoldgicas como la fibrosis hepatica, las HSC se “activan”, lo que
provoca que pierdan sus retinoides, aumentando su proliferacion y la sintesis y
secrecion de componentes de la ECM como colagena, proteoglicanos vy
glicoproteinas; la morfologia de las HSCs cambia, de una forma estrellada a una
de tipo fibroblasto o miofibroblasto [3], aumentando su contractilidad y su
secrecion de citocinas (como el Factor de Crecimiento Transformante, TGF-B)

generando quimioatraccion de células inflamatorias [8] (Figura 2).

2.2.1 Estadificacion de la fibrosis.

La evaluacion dela fibrosis hepatica se ha realizado durante mucho tiempo
mediante el analisis histoldgico de una muestra de higado. La biopsia hepatica se
ha consideradocomo el estandar de oro para la evaluacién de la fibrosis hepatica
[13]. Sin embargo, la biopsia hepatica es un método invasivo que involucra dolor
y puede resultar en complicaciones, aunado a esto existen varios errores, de
muestreo principalmente que llega a ser del 30-50%; otro error es la variacidon

intra- e inter-observador [14].

Se han desarrollado diferentes escalas para clasificar la severidad de la fibrosis.
La escala METAVIR es uno de los principales sistemas de clasificacion y mas

usados en la evaluacion de la patologia hepatica (Figura 3) [15].

A pesar de que se proponen biomarcadores no invasivos, en la actualidad no

existe ninguno capaz de reemplazar a la biopsia hepatica [16].
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Figura 3. Representacion de los estadios de la fibrosis en escala METAVIR. Conforme
aumenta la severidad de la enfermedad, aumentan las fibras de coldgena, hasta desencadenar
una cirrosis en donde es caracteristico los nodulos de regeneracion. (Modificado de Bedossa,
1996) [15]

2.3 Resolucion de la fibrosis hepatica y regeneracion hepatica.

Estd bien establecido que el evento central de la fibrosis es la activacién y
proliferacién de las HSCs, esta activacién desencadenara procesos de necrosis e
inflamacién hepatica generando dafio a los hepatocitos y comprometiendo sus
funciones [17]. La inhibicidon de la activacion de estas HSCs ha sido propuesta
como estrategia para el tratamiento de la fibrosis y asi disminuir la produccion

de componentes de la ECM. Varios estudios han demostrado que disminuyendo




tanto en cantidad como en activacion a las HSCs existira una reversion de la
fibrosis [11,18]. Varios mecanismos se han identificado que contribuyen a la
resolucion de la fibrosis como la apoptosis, respuesta inmune y mecanismos de
senescencia los cuales directamente tienen como objetivo reducir la activacion
de las HSCs [19].

No sdélo es necesaria la disminucion de la activacion de las HSCs, sino también es
requerido que los hepatocitos dafados sean sustituidos por nuevos hepatocitos
capaces de cumplir sus funciones metabdlicas [20], El higado tiene una gran
capacidad de regenerarse, y esto lo lograramediante dos vias: la proliferacién de

hepatocitos y las reacciones ductulares [21].

La division celular es poco comun en el higado sano, sin embargo, en respuesta
al dano, ademas de la fibrosis el higado reemplaza células en estrés o que no
cumplen sus funciones por células nuevas capaces de cubrir la demanda
metabdlica [20, 22]. La proliferacion de hepatocitos es la primera via de
regeneracion hepatica en respuesta a la necrosis o la apoptosis por pérdida
masiva de masa o por dafio inducido por hepatotoxinas como el CCly. La otra via
de regeneracion ocurre cuando el dafio es crénico lo que genera que la
proliferacién de hepatocitos disminuya y las células progenitoras hepaticas
(llamadas asi en humanos) o células ovales (en murinos) que residen en el
higado se diferencien ya sea a hepatocitos o a colangiocitos, a lo que se le llama
reacciones ductulares [20]. Estas reacciones ductulares empiezan formando
unos ductos pequefios cerca de vasos sanguineos, particularmente en los
espacios portales donde las células ovales se especializan para luego migrar a
otras zonas del tejido como células diferenciadas [21]. La interlucina 6 (IL-6),
es una citocina proinflamatoria secretada principalmente por macréfagos. En el
higado en proceso de regeneracion esta citocina es crucial para la proliferacién y
diferenciaciéon de células ovales en ratones [23]; hay varios estudios que
respaldan que IL-6 es necesaria para promover las reacciones ductulares y la

regeneracion hepatica [24].




2.4 El Factor de Crecimiento de Tejido Conectivo (CTGF).

2.4.1 Generalidades.

En 1991 se identificd0 una nueva proteina de 38 kDa secretada por células
endoteliales del corddén umbilical que era un principal atrayente y tenia una
funcion relacionada con el Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF),
pero que no era un producto de esta proteina. A este nuevo péptido se le nombro
Factor de Crecimiento de Tejido Conectivo (Connective Tissue Growth
Factor, CTGF) [25], se ha encontrado mRNA expresado en altos niveles en el
bazo, ovarios, tracto gastrointestinal, préstata, corazon y testiculos, pero es casi
ausente en muestras de higado normal [26]. Aunque CTGF se localiza en el
citoplasma, la gran mayoria es secretado cumpliendo funciones en el espacio
extracelular. También es detectable en plasma, suero [27, 28] y en orina [29].
Las plaquetas retienen el CTGF que se libera durante procesos de coagulacién,
por lo que hay un aumento local de CTGF en el sitio de lesidn como se puede

observar en la aterosclerosis [30].

CTGF, también es conocido como CCN2, proteina de union al factor de
crecimiento insulinoide 8 (IGFBP-8/IGFBP-rP3), Fisp 12, proteina hipertréfica
especifica de condrocitos 24 (Hcs24), factor de crecimiento de unién a heparina -
(HBGF)-0.8 [31] y como ecogenina. CTGF pertenece a una familia de proteinas
CCN (Cyr61-CTGF-Nov) las cuales se caracterizan en ser ricas en cisteina [32-
34], los miembros de esta familia poseen un péptido sefial en la regién NH-2
terminal y cuatro dominios conservados [25, 32, 35].

e Dominio de unidn al factor de crecimiento insulinoide IGF [36, 37]

e Dominio factor von Willebrand tipo C [38]

e Dominio trombospondina-1 [39]

e Dominio de dimerizacion en la region C-terminal, responsable de su

interaccion con fibronectina [40].
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Figura 4. Estructura y funciones del Factor de Crecimiento de Tejido Conectivo, CTGF.
Los diferentes modulos presentes en esta proteina responden con sus interacciones con una gran
variedad de moléculas provocando diferentes respuestas que culminan ya sea en una
remodelacion tisular, la cicatrizacion o en cancer. IGF, Factor de Crecimiento Insulinoide; TGF-j,
Factor de Crecimiento Transformante B; BMP Proteina Morfogénica de Hueso; LRP, Proteina
relacionada al receptor de LDL; VEGF, Factor de Crecimiento Endotelial Vascular; HSPG,
proteoglicano heparan sulfato.

2.4.2 Proteina.

La estructura multimodular de CTGF sugiere que su efecto puede depender de
sus interacciones con otras proteinas y glucosaminoglicanos (Figura 4). Esto
puede ser a través de la sefalizacidon de IGF, por su unidn reportada con IGF-I e
IGF-II [26], que también puede ser por unién a diversas integrinas (a5B1, avp6)

0 su union a un receptor especifico de CTGF (todavia no encontrado) [41].
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2.4.3 Senalizacion.

El modo de accién de CTGF todavia no esta bien establecido, ya que por su
estructura multimodular, la funcidon dependerd de sus interacciones con otras
proteinas (Figura 5), se conoce que este factor de crecimiento se internaliza de
las superficie celular en los endosomas y se acumula en un organelo junto al
nucleo para que se transloque al citoplasma, donde es fosforilado por la proteina
cinasa C; CTGF fosforilado, puede ejercer un efecto en el citoplasma, pero
translocandose al nucleo puede afectar directamente a la trascripcion [42]. CTGF
contiene una secuencia de localizacion nuclear (residuos 149-155) en el modulo
de von Willebrand que pudiera dirigir el factor de crecimiento al nucleo. CTGF
actla a través de ambos receptores (de superficie e intracelular). En su unién a
la membrana celular activa varias cascadas de sefalizacion [43]. CTGF se
endocita después de la unién al receptor de membrana, se puede degradar por
lisosomas o almacenar en un organelo juxtanuclear. El mecanismo de esta
translocacion todavia no esta claro, pero se requiere de la via PI3K. Se sigue
estudiando a CTGF en su papel como posible factor de transcripcion

translocandose al nucleo y su actividad como una proteina fosforilada [42].

La regulacion de la expresion de CTGF depende del tipo celular, existen factores
y moléculas implicadas en esta regulacién, por ejemplo, el microambiente con
alta concentracion de glucosa e insulina favorece la sobreexpresion de CTGF
[44], también se ha demostrado que TGF-B es una molécula que regula a este
factor de crecimiento, se ha encontrado un elemento de respuesta a Smad en el
promotor de CTGF para su estimulo por TGF-B [41]. Otros factores que
aumentarian la expresién de CTGF son: Angiotensina II (Angll), Proteina
Morfogénica de Hueso (BMP), Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF),
IGF, Factor de Estimulacién de Colonias de Macréfagos (GM-CSF), IL-4,
concentraciones altas de glucosa, hipoxia, estrés mecanico y estrés oxidativo. Por

su parte el Factor de Necrosis Tumoral (TNF)-a, IL-1b, Adenosin Monofosfato
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ciclico (AMPc) y el Receptor de Proliferador de Peroxisoma Activado (PPAR)-y
inhiben la expresion de CTGF inducida por TGF-B y AnglI [45-48].

CTGF

@ ’JT ;T - ]'r CTGF

Colangiocito

1 CTGF
. Oy Proliferacion
™ ECM

HSC quiescente HSC activada

Figura 5. Mecanismo de accion de CTGF durante la fibrosis hepatica. La capacidad de
CTGF de internalizarse es dependiente de diversas integrinas, ya dentro de la célula es
almacenada cerca del nlcleo y se transloca al citoplasma, donde es fosforilada. TGF-B, la citocina
fibrogénica maestra, puede inducir la expresion de CTGF que a su vez puede potenciar la accién
de esta citocina. CTGF se produce en hepatocitos, HSC y en colangiocitos y puede generar
diversas respuestas en diferentes tipos celulares en el higado.CTGF, Factor de Crecimiento de
Tejido Conectivo; TGF-B, Factor de Crecimiento Transformante B; HSC Célula Estelar Hepatica;
ECM Matriz Extracelular.

2.4.4 Funciones.

CTGF tiene un papel crucial durante la condrogénesis y la angiogénesis y la
esqueletogénesis y por lo tanto es clave en el desarrollo embrionario, como se
puede evidenciar en ratones que carecen del gen de CTGF (CTGF-/-), mueren

poco después de nacer debido a defectos en el sistema dseo [49, 50], y los
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fibroblastos derivados de estos ratones tienen menor expresidon de los genes que

se relacionan con la adhesién, la inflamacion y la angiogénesis [51].

Se ha descrito que CTGF tiene actividades bioldgicas similares a PDGF [25],y
funciones como sintesis de componentes de la ECM [52], modulacién de TGF-B,
sintesis de DNA, proliferacion celular, quimiotaxis [53], migracion celular [54],
apoptosis, diferenciacion y transdiferenciacién celular, y adhesién en fibroblastos
[32].

En condiciones patoldégicas se ha encontrado sobreexpresado en lesiones
fibréoticas, fibrogénesis, en cicatrizacion, en la angiogénesis y en la transicion
epitelio-mesenquimal [55]. Evidenciando que CTGF es un regulador central de la
ECM en cartilago y hueso ademas de ser importante en la formacion de capilares
en el desarrollo embrionario y tiene una distribucion muy extendida en los

organos adultos [32].

2.4.5 CTGF en fibrosis.

CTGF se ha visto implicado en la fibrosis de varios 6rganos como es el caso de
rinodn, piel y pulmén; y se ha documentado su sobreexpresién en pacientes con

fibrosis pulmonar idiopatica [56].

Como hemos visto, en el higado hay varias fuentes de CTGF (HSCs, hepatocitos y
colangiocitos), siendo las HSCs las que producen CTGF de forma paracrina y
autocrina, a través de su interaccion con otras moléculas [57], CTGF puede
promover la proliferacion, migraciéon, adhesién y produccién de ECM de las HSC
activadas, promoviendo vias profibrogénicas en el higado [58]. Es bien conocido
que CTGF actua rio abajo de TGF-B en HSCs, bloqueando a CTGF, inhibe la

activacién y proliferacién de las HSCs y disminuyendo la colagena tipo I [57].

En pacientes con hepatitis B, CTGF se encontré elevado en sueros de pacientes
con una fibrosis avanzada, atribuyéndole un papel como probable marcador de
fibrosis [59].
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Independiente de la etiologia de la fibrosis hepatica, tanto en pacientes (alcohol,
atresia biliar, hepatitis B) como modelos murinos se ha demostrado un aumento

de CTGF a comparacién de controles [60, 61].

2.4.6 CTGF en la regeneracion.

Cuando el higado cursa procesos de regeneraciéon hepatica, como lo son las
reacciones ductulares, el CTGF es capaz de unirse a integrinas de superficie de
células ovales, y con ello promueven su diferenciacién y proliferacién [62]. En los
nichos de proliferacion de estas células ovales se encuentra sobreexpresado
CTGF en comparacién con el tejido adyacente [62]. En estudios in vitro, la
sobreexpresion o el CTGF exdgeno favorecen la diferenciacion de células
progenitoras hepaticas a hepatocitos[63, 64]. En modelos in vivo donde se
induce fibrosis de origen biliar, el CTGF es capaz de diferenciar células ovales en
colangiocitos [62]. Siendo que el CTGF es necesario para promover las

reacciones ductulares y regenerar tejido hepatico [63].

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.
El Factor de Crecimiento de Tejido Conectivo (CTGF) es una proteina
profibrogénica, la cual se ha relacionado con la generacién de fibrosis en el
higado; esta proteina se ha vinculado con la diferenciacidon de hepatocitos a partir
de células progenitoras mediante la induccién de reacciones ductulares. Debido a
estas caracteristicas, este trabajo propone la participacion de CTGF con un papel
fundamental en la generacion y progresion de la fibrosis hepatica y en Ia

reversion de la misma.

4. HIPOTESIS.
La expresidon y el contenido en el higado y en suero de CTGF aumentaran

conforme avanza la gravedad de la fibrosis hepatica. Ademas que CTGF también
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se encontrara aumentado séricamente y en el tejido hepatico cuando se

encuentre en un proceso de reversion de la fibrosis.

5. OBJETIVOS.

Estudiar la expresion a nivel de mRNA y proteina de CTGF durante el desarrollo
de la fibrosis hepatica inducida por CCly; en un modelo murino y durante el

proceso de reversion de la fibrosis.

5.1 Objetivos particulares.

e Estudiar la expresion génica de CTGF en el higado durante el espectro de la
fibrosis hepatica y en la reversion.

e Cuantificar en el tejido hepatico CTGF durante el desarrollo y la reversién
de la fibrosis hepatica.

e Determinar a CTGF sérico en la fibrosis hepatica y su reversion.

e Cuantificar a IL-6 como marcador de generacidén de reacciones ductulares.
6. METODOLOGIA.

6.1 Modelo murino.

36 ratas macho de la cepa Wistar (Rattus norvegicus) con peso de 25020 g vy
de 3 meses de edad fueron mantenidos en el bioterio de la Unidad de Medicina
Experimental de la Facultad de Medicina, UNAM. Todos los procedimientos fueron
aprobados por el Comité de Etica en Investigacién del Hospital General de México
y estuvieron acordes a la NOM-062-Z00-1999.

6.2 Induccion de fibrosis hepatica por CCl,.

Para el desarrollo del modelo de fibrosis hepatica, se administraron por via
intraperitoneal, 250 pL de una solucién de CCl, (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,

EUA) 33% v/v en aceite de oliva, dos veces por semana como se muestra en la
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Tabla 1. Los grupos fueron nombrados de acuerdo a la escala METAVIR con base

en la fibrosis generada.

FO Control, sin dafio hepatico 0 -
F1 Fibrosis portal 8 -
F2 Fibrosis portal 12 -
F3 Fibrosis septal 20 -
F4 Cirrosis 40 -
F3+R Reversion 20 4

Tabla 1. Esquema de administracion de CCl,.

Al término del esquema anterior, los animales se eutanizaron tres dias después
de la ultima dosis utilizando una guillotina. Se recolectaron muestras del |6bulo
izquierdo del higado, una porcidon se congeld a -70°C hasta su analisis y otra mas
se almacend en formaldehido 3.7% v/v en PBS (NaCl 138 mM; KCl 0.3 mM;
Na2HPO4 8.1 mM; KH,PO,4 1.5 mM, pH 7.4) para su analisis histolégico; ademas
se colectd sangre total de la cual se separd el suero mediante centrifugacion

(3000 rpm, 10 minutos) y se almacend a -70°C.

6.3 Histologia.

Para observar la microestructura del higado, la presencia de las reacciones
ductulares y la etapa de fibrosis (segun escala METAVIR, Figura 3), se realizaron
tinciones histoldgicas con el higado que se conservé en formaldehido al 37%, se
incluyd en parafina y se realizaron cortes seriados de 5 um. Los cortes
histolégicos se tifleron con 3 diferentes técnicas: con hematoxilina y eosina

(H&E), con tincién tricromica de Masson y con rojo de Sirio; estas dos ultimas

17



para evidenciar la presencia de fibras de colagena. Se observaron y se
fotodocumentaron con el microscopio NIKON MICROPHOT-FXA con la camara
digital NIKON DXM1200F y es software ACT-1 de NIKON a los aumentos de 80X,

200X y 400X con técnicas de iluminacién de luz polarizada y de campo claro.

6.4 Extraccion de RNA total.

Del tejido hepatico obtenido se homogenizé usando un Polytron PT 1300D
(Kinematica AG) con 1 mL del reactivo TRIzol® (Invitrogen, Carlsbad, CA). Se le
agregaron 200 pL de cloroformo y se centrifugd a 13000 rpm por 30 minutos a
4°C, después de obtener el sobrenadante, se agregaron 500 pL de alcohol
isopropilico, se almacend una noche a -20°C para precipitar el RNA total y
posteriormente se centrifugd a 13000 rpm por 30 minutos a 4°C. Se retird el
sobrenadante y el botén obtenido se lavé con 1 mL de etanol 75% v/v en agua
libre de RNAsas, se centrifugd nuevamente a 13000 rpm por 30 minutos a 4°C.
Finalmente se retiré6 el sobrenadante y el boton se resuspendié en 100 pL de

agua libre de RNAsas y se almacend a -70 °C.

6.5 Cuantificacion de RNA total.

Se realizaron diluciones 1:100 de RNA total en agua con dietilpirocarbonato
(Sigma, St Louis MO, USA) para cada muestra y se leyeron en un
espectrofotometro (Beckman Coulter, modelo: DU-800) a 260 y 280 nm. En caso
de ser necesario, la muestra se diluia 1:1000. Con la absorbancia a 260 nm se
calculd la concentracién de RNA total en pg/mL. A partir de ese resultado se

realizaron alicuotas de cada muestra con una concentracion de RNA total de
10pg/uL.

6.6 Diseno de oligonucleétidos de CTGF y 18S.

Para el disefio de los oligonucledtidos a utilizar en la amplificacion de los genes
de interés, se llevd a cabo una busqueda de las secuencias correspondientes a

CTGF y el control enddgeno 18S de rata en la base de datos del National Center
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for Biotechnology Information (NCBI) y posteriormente se utilizd el programa
Primer 3 version 0.4.0 [65, 66] para la obtencién de las secuencias de los
oligonucleétidos. Las secuencias de los oligonucleétidos se muestran en la Tabla
2.

Forward 5’-CTGTGAGGAGTGGGTGTGTG-3’
CTGF 323 pb
Reverse 5’-CCGGTAGGTCTTCACACTGG-3’
Reverse 5'-CTCAGACAGTTGCCGGAGAG-3’
18S 270 pb
Forward 5'-CGCGGTTCTATTTTGTTGGT-3’

Tabla 2. Oligonucleétidos especificos de CTGF empleados.

6.7 RT.

Para obtener los DNA complementarios (cDNA) a partir del RNA total aislado se
realizd una RT-PCR usando el kit M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen,
Carlsbad, CA). Por muestra se agregaron 5 pL de buffer 5X (250 mM Tris-HCI;
375 mM KCI; 15 mM de MgCl, y 0.1 M de DTT), 10 ug de muestra de RNA, 1 pL
de oligodT (500 pg/mL), 1.25 pL de mix 10 mM de dNTPs (dATP, dGTP, dCTP y
dTTP), 1 puL de la enzima M-MLV (200 unidades) y se agrega agua hasta obtener

25 L de volumen total de reaccion.

6.8 PCR.

Para determinar las condiciones 6ptimas de las condiciones en las que se
realizaria la PCR, se realizaron varios ensayos para cada gen; a partir de 10 pg
de RNA hepatico de las diversas muestras obtenidas se generd un concentrado
de cDNA, se emplearon diferentes temperaturas de alineamiento, hasta obtener
en los geles de electroforesis una sola banda que correspondiera al peso
molecular del fragmento del gen que se estaba amplificando y diferentes

numeros de ciclos para determinar el 6ptimo para la amplificaciéon. Las
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estandarizaciones se realizaron con muestras del grupo control. La técnica de
PCR se realizd colcando en un tubo de 0.2 mL: 2.5 yL de buffer 10 X (100 mM
Tris-HCI pH 8.4; 500 mM KCI; 100 ug/mL gelatina, 1.5 mg/mL BSA; 1% Tritén
100 X); 2. 5uL de MgCl; (30 mM); 1 uL de Oligo Forward (20 mM); 1 uL Oligo
Reverse (20 mM); 1 pL de dNTP Mix 10 mM (dATP, dGTP, dCTP y dTTP); 1 uL de
cDNA (10 pg/pL) y 0.4 pL de la enzima Amplificasa® (5 U/uL, Tecnologias
Universitarias, México). Se agregé suficiente agua libre de RNAsas para obtener
un volumen de reaccién final de 25 uL. La reaccion se llevd a cabo en el

termociclador Veriti® 96-Well (Applied Biosystems).

CTGF 1L 60°C 35
18S 1L 60°C 30

Tabla 3. Condiciones optimas para PCR de cada gen.

Con las condiciones Optimas estandarizadas mostradas en la Tabla 3, se realizé

individualmente PCR de la forma previamente descrita.

6.9 Geles de agarosa.

Para separar los productos de PCR, se realizd electroforesis en geles de agarosa,
para lo cual a cada reaccién de PCR se le agregaron 5 pyL de Buffer de Carga
(20% de glicerol; 1 mg/mL de azul de bromofenol; 1 mg/mL de xilencianol). La
mezcla fue homogenizada en un vortex y 15 L fueron cargados en un gel de
Agarosa 1.2% en Buffer TBE (Tris Base 90 mM; acido bdérico 90 mM; EDTA 2 mM,
pH 8.0) con bromuro de Etidio (1 mg/mL), la mezcla se corrié en una camara de

electroforesis con Buffer TBE a 90V.
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6.10 Densitometria optica.

Una vez las muestras se corrieron en el gel de agarosa; éste fue expuesto a luz
UV (302 nm) para observar las bandas presentes en el gel mediante el uso de un
transiluminador adaptado a una camara digital (EDAS 290 Kodak, EUA). Las
fotografias resultantes se analizaron con el software Image J (NIH, EUA); se
realizd la densitometria déptica comparando la intensidad de las bandas que
corresponden al fragmento de cDNA del gen CTGF con respecto a la intensidad de

la banda correspondiente a 18S.

6.11 Extraccion de proteinas.

Del tejido en congelacidon almacenado, se utilizaron 100 mg para el aislamiento
de proteina total de higado. Se colocaron en 1 mL de reactivo para extraccién de
proteinas (Tissue Protein Extraction Reagent®, Thermo Scientific; bicina 25 nM;
NaCl 150 mM, pH 7.6) a 1% de inhibidor de proteasas (Merck Millipore, EUA), se
homogenizé usando un Polytron PT 1300D (Kinematica AG) se homogenizé.
Después se centrifugd a 13000 rpm por 30 minutos a 4°C. El sobrenadante se

recolecté para determinar CTGF e IL-6 en tejido hepatico.

6.12 Cuantificacion de proteinas totales.

Se trabajo con los sobrenadantes generados en la extraccion de proteinas
descrita previamente; se uso el kit DC Protein Assay (BioRad, USA) de acuerdo a
las instrucciones del fabricante; brevemente las muestras se diluyeron con PBS
1:10 previamente y se realizaron diluciones de albumina que se usaron como
curva estandar. En una placa de 96 pozos se colocaron 5 pL de muestra o
estandar, posteriormente se le agregaron 25 pL del Reactivo A’ (que se genera
mezclando 20 pL de Reactivo S por cada mL de Reactivo A) y 200 pL del Reactivo
B. Se incubaron por 15 minutos para su posterior lectura a 750 nm. Las
absorbancias se determinaron con el lector de microplacas (pQuant de BIO-TEK,
USA). El rango de lectura fue de 0.2-1.5 mg/mL. (Figura 6).
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Figura 6. Curva estandar de albiamina para determinacidon de proteina total. Muestra la
absorbancia de los diferentes estandares a concentraciones establecidas de albumina.

6.13 Preparacion del suero.

Para poder cuantificar al CTGF sérico, se concentrd el suero recolectado, para ello
se tomaron 200 uL y se concentraron (Concentrator 530, Eppendorf) a 100 L

por medio de centrifugacion y vacio a 30°C.

6.14 Cuantificacion de CTGF e IL-6.

La cuantificacion de CTGF e IL-6 en tejido y en suero se realizd usando el kit
CTGF ABTS ELISA y el kit IL-6 ABTS ELISA (PeproTech, EUA). El procedimiento
seguido fue agregar 100 pL de anticuerpo de captura (1 pg/uL) a cada pozo de
una placa de 96 pozos y dejarlo incubar durante toda la noche, pasado este
tiempo se aspird el anticuerpo de captura y se lavd 4 veces con 300 yL de Wash
Buffer (PBS: NaCl 13.7 mM; KCI 0.27 mM; Na,HPO, 0.1 mM; KH,PO4 0.2 mM;

0.05% Tween-20). Después de haber aspirado el resto del ultimo lavado se le
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agregaron 300 pL de Block Buffer (PBS a 1% de BSA) y se dejo incubando 1 hr a
temperatura ambiente. Se repitieron los 4 ciclos de lavado. Luego se agregaron
100puL de los estdndares o las muestras a los pozos correspondientes (el
sobrenadante de la extraccién de proteinas del higado o el suero concentrado) y
se dejdé incubando por 2 hrs a temperatura ambiente. Se realizaron 4 lavados y
se agrego el anticuerpo de deteccion (0.5 pg/pL) 100 pL por pozo, se incubd por
2 hrs a temperatura ambiente. Pasado el tiempo de incubacion se volvié a lavar
con los 4 ciclos de lavado y se afiadieron 100 pyL de Avidina conjugada con HRP
(Horse Radish Peroxidase -1:2000) dejando incubar por 30 minutos mas. Luego
se lavé 4 veces mas y por ultimo se agregaron 100 uL de la solucién sustrato,
dejando incubar a temperatura ambiente hasta el vire de color. Las absorbancias
se determinaron con el lector de microplacas (pQuant de BIO-TEK, USA) a las
longitudes de onda 405 y 650 nm. La cantidad de CTGF e IL-6 en tejido y suero
se calcularon con base en la curva estandar. El rango para la determinacién de
CTGF fue de 63-4000 pg/mL y de IL-6 de 32-2000 pg/mL (Figuras 7 y 8).

6.15 Analisis estadistico.

Los datos fueron analizados mediante ANOVA de una via seguida de la prueba
post hoc de Tukey para comparar diferencias entre los grupos y t-student para
comparar dos grupos. El analisis estadistico se realizd6 con el programa

GraphPadPrism 6 (La Jolla, CA, USA). Se consider6é p<0.05 como significante.
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Figura 7. Curva estandar de la ELISA de CTGF. Muestra la absorbancia de los diferentes
estandares a concentraciones establecidas de CTGF.
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Figura 8. Curva estandar de la ELISA de IL-6. Muestra la absorbancia de los diferentes
estandares a concentraciones establecidas de IL-6.
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7. RESULTADOS.

7.1 Induccion de la fibrosis.

Como primer etapa del trabajo, se necesitd inducir diferentes grados de fibrosis
mediante la administracion de CCls, un agente hepatotdxico. Al término de cada
esquema de administracion, macroscépicamente se puede observar el cambio en
el tejido hepatico, en comparacién con el higado sano que posee caracteristicas
como el color rojo vino y superficie uniforme y lisa (Figura 9A); cuando el
higado cursa con fibrosis severa, correspondiente a la etapa F3, se puede ver que
el color rojo brillante caracteristico se pierde, siendo de color marrén, de bordes

mas redondeados vy la superficie rugosa (Figura 9B).

Figura 9. Imagenes del higado en diferentes etapas del esquema de administracion.
Higados al momento de la toma de muestra. A. Higado control, ninguna dosis de CCl,. B. Higado
con fibrosis severa (F3), con 20 administraciones de CCl,, C. Higado cirrético (F4), con 40 dosis de
CCl4 presenta adherencias (flechas amarillas).

25



En la etapa de cirrosis (F4) el higado de vuelve ain mas rugoso ademas de la
presencia de adherencias (flechas amarillas), que es tejido conectivo unido al

higado y a la cavidad abdominal (Figura 9C).

7.2 Clasificacion histologica de la fibrosis hepatica.

Para poder confirmar y clasificar las etapas de la fibrosis hepatica generada por el
hepatotdxico CCls, se realizaron diferentes tinciones histolégicas. La primera
tinciéon, Rojo de Sirio, es una tincidon selectiva en que mediante técnicas de
iluminacidon con campo claro la coldgena es de color rojo mas intenso que el
fondo y con luz polarizada, la coldgena se evidencia de color rojo en un fondo
negro (Figura 10). Otra tincidn selectiva que se realizé fue la tincidon Tricrémica
de Masson, que tifie de color azul las fibras de colagena en un fondo rosa
(Figura 11). Estas dos técnicas nos permitieron confirmar la relacidon de las

dosis de CCl4 con las etapas de la fibrosis segun la clasificacion METAVIR.

Ademas de clasificar y confirmar la etapas de la fibrosis se realizé la tincion
Hematoxilina y Eosina (Figura 12) la cual tifie nlcleos morados y citoplasma
rosa, esto se realizd para poder apreciar la microestructura del higado, donde se
observd que la arquitectura tipica del higado se va desordenando conforme
avanza la fibrosis, y existe presencia de gotas de grasa (esteatosis) apreciada

como circulos blancos.
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Figura 10. Fotomicrografia de las histologias con tincion Rojo de Sirio. Imagenes
representativas de los diferentes estadios de la fibrosis hepatica. Panel superior técnica de campo
claro, panel inferior técnica de iluminacién con luz polarizada. A. Higado control (FO). B. 8 dosis
de CCl4 (F1) fibrosis temprana. C. 12 administraciones de CCl; (F2) fibrosis moderada. D. 20
dosis de CCl, (F3) fibrosis severa. E. 40 dosis de CCl, (F4), cirrosis. Imagenes tomadas a 100X.
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Figura 11. Fotomicrografia de las histologias con tincion Tricromica de Masson. Colagena
de color azul. A. FO, Higado control. B. F1, fibrosis inicial. C. F2, fibrosis moderada. D. F3, fibrosis
severa. E. F4, cirrosis. Fibras de colagena sefialada con flechas amarillas. Imagenes tomadas a

100X.
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Figura 12. Fotomicrografia de las histologias con tincion Hematoxilina y Eosina (H&E).
A. Higado control, FO. B. F1, fibrosis inicial. C. F2, fibrosis moderada. D. F3, fibrosis severa. E.
F4, cirrosis. Imagenes a 40X, 100X y para apreciar las triadas portales 400X.
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7.3 Expresion de CTGF en el curso de la fibrosis hepatica.

Se determind la expresion del gen de CTGF, mediante PCR, y se normalizdé con el
gen constitutivo 18S (Figura 13), se puede apreciar con los resultados que la
expresion de CTGF en el higado normal, es muy escasa; cuando hay un dafo
considerable por CCls, desde la etapa de fibrosis moderada (F2), la expresion
aumenta, teniendo la mayor expresién del gen CTGF en el estadio de cirrosis que

también es significativamente mayor que en la etapa de fibrosis inicial.

También se cuantific6 CTGF a nivel de proteina en el tejido hepatico y en suero;
en el tejido se aprecia un comportamiento totalmente contrario (Figura 14),
siendo el nivel mas alto el higado sano (FO) seguido por F1, y teniendo los

niveles mas bajos a partir de fibrosis severa hasta cirrosis (F2-F4).
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Figura 13. Expresion del gen CTGF durante la fibrosis hepatica. Se muestra la expresién de
CTGF durante los diferentes estadios de la fibrosis. Se normalizé con el gen 18S. Los resultados
se muestran como MediazEE. Se realizd6 ANOVA de una via y prueba post hoc de Tukey.
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, n=6. DO densidad éptica.
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Figura 14. CTGF/proteina total en higado durante la fibrosis hepatica. Se muestran la

relacion de CTGF/proteina total durante los diferentes estadios de la fibrosis. Los resultados se

muestran como Media+EE. Se realizd ANOVA de una via y prueba post hoc de Tukey. *p<0.05,
****p<0.0001, n=6.

En el caso del suero, las concentraciones de CTGF (Figura 15) no varian
conforme avanza la fibrosis con respecto al higado sano ni existe diferencia entre

la cantidad de proteina en los diferentes estadios de la fibrosis.

7.4 Expresion de IL-6 en el curso de la fibrosis hepatica.

Se cuantificé a IL-6 durante el curso de la fibrosis, en el tejido hepatico (Figura
16) IL-6, disminuye a partir del inicio de la fibrosis, sin embargo, no es diferente
en la etapa mas severa (F4). Parecido a su comportamiento a nivel tisular, en el

suero (Figura 17), IL-6 disminuye desde la primera etapa de la fibrosis hasta la

cirrosis (F1-F4).
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Figura 15. Concentraciones séricas de CTGF durante la fibrosis hepatica. Se muestran las
concentraciones peptidicas en el suero de CTGF durante los diferentes estadios de la fibrosis. Los
resultados se muestran como MediazEE. Se realizo6 ANOVA de una via y prueba post hoc de
Tukey. n=6.
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Figura 16. IL-6/proteina total en higado durante la fibrosis hepatica. Se muestran la
relacién IL-6/proteina total durante los diferentes estadios de la fibrosis. Los resultados se
muestran como Media+EE. Se realiz6 ANOVA de una via y prueba post hoc de Tukey. *p<0.05,
***p<0.001, n=6.
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Figura 17. Concentraciones séricas de IL-6 durante la fibrosis hepatica. Se muestran las
concentraciones de IL-6 en el suero durante los diferentes estadios de la fibrosis. Los resultados
se muestran como MediatEE. Se realizd ANOVA de una via y prueba post hoc de Tukey.
****p<0.0001, n=6.

7.5 Modelo de reversion de la fibrosis.

El grupo de reversién de la fibrosis (F3+R) se obtuvo administrando CCls hasta
llegar a una fibrosis severa (F3) y después retirando el agente hepatotdxico por
un mes, el higado tiene capacidad de regenerarse, por lo que es un modelo de

reversion de la fibrosis.

Al retirar el CCls, macroscopicamente se puede observar que el higado del grupo
de reversion (Figura 18C) presenta menor granularidad en la superficie que el
higado con las mismas dosis de CCl4 (20 dosis) (Figura 18B), también se ve una
tonalidad menos opaca y los bordes no redondeados, sin embargo, no puede

compararse con un higado sano (Figural8A).
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Figura 18. Imagenes del higado sano, en fibrosis y en reversion. Tejido hepatico al
momento de la toma de muestra. A. Higado control, FO. B. Higado con fibrosis severa (F3), con
20 administraciones de CCl,, C. Higado en modelo de reversiéon (F3+R).

7.6 Clasificacion histoldgica de la resolucion de la fibrosis hepatica.

Para poder confirmar que la fibrosis se ha revertido y que el higado presenta
regeneracion, se realizaron las tinciones correspondientes; para ver las fibras de
colageno se realizé la tincion Rojo de Sirio (Figura 19), en la cual se puede
observar que en el grupo F3+R, hay menor cantidad de colagena respecto a F3,
aunque sin llegar a ser como un higado normal. Esto se confirma con la tincion

Tricrdmica de Masson (Figura 20).
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Figura 19. Fotomicrografia de las histologias con tincién Rojo de Sirio en la reversion de
la fibrosis. Imagenes representativas de los diferentes grupos. Panel superior técnica de campo
claro, panel inferior técnica de iluminacion con luz polarizada. A. Higado control (FO). B. 20 dosis
de CCl4 (F3) fibrosis severa. €. Modelo de reversion, 20 dosis de CCl, y un mes de recuperacion.

Imagenes tomadas a 100X.

Figura 20. Fotomicrografia de las histologias con tincion Tricromica de Masson en la
reversion de la fibrosis. Colagena de color azul. A. FO, Higado control. B. F3, fibrosis severa. C.
F3+R, modelo de reversion. Fibras de coladgena sefialada con flechas amarillas. Imagenes

tomadas a 100X.
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Para observar la arquitectura hepatica, se realizd la tincion de H&E
(Figura 21), con lo que observamos, que en el grupo de reversion (F3+R) ya no
existe esteatosis (gotas de grasa), ademas se aprecia una mejor organizacion de
los cordones de hepatocitos, aunque todavia se ve un ensanchamiento de los
sinusoides. Es de resaltar que en este grupo de reversion se aprecia, ademas de
la disminuciéon de la fibrosis, la presencia de reacciones ductulares (flechas

negras), que son ductos formados en el area de la triada portal.

Figura 21. Fotomicrografia de las histologias con tincion Hematoxilina y Eosina (H&E)
en la resolucion de la fibrosis. A. Higado control, FO. B. F3, fibrosis severa. C. Grupo de
reversion F3+R. Reacciones ductulares sefialadas con flechas negras. Imagenes a 40X, 100X y
400X.
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7.7 Expresion de CTGF en la reversion de la fibrosis.

Se determind la expresion del gen de CTGF, mediante PCR, y se normalizd con el
gen constitutivo 18S (Figura 22), se puede apreciar con los resultados que la
expresion es mas alta en fibrosis severa (F3), que en el higado sano (FO) y en el

higado en proceso de reversién (F3+R).
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Figura 22. Expresion del gen CTGF durante la reversion de la fibrosis. Se muestra la
expresion de CTGF en higado sano FO, fibrosis severa F3, y en proceso de reversion F3+R. Se
normalizé con el gen 18S. Los resultados se muestran como Media+EE. Se realiz6 ANOVA de una
via y prueba post hoc de Tukey. ****p<0.0001, n=6. DO densidad éptica.

También se determind la cantidad de péptido de CTGF en higado (Figura 23) y
en suero (Figura 24), donde, una vez mas el comportamiento es contrario a la
expresion, siendo mas CTGF en los controles y en el proceso de reversion que en
la etapa F3, sin embargo, en la reversién no llegan a ser igual que el control,
siendo significativamente menores; y en el caso de las concentraciones séricas,

no varia la cantidad de CTGF en ninguan grupo.
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Figura 23. Relacion CTGF/proteina total en el higado durante la reversion de la fibrosis.
Se muestra la relacion entre CTGF/proteina totalen el higado sano (F0), fibrético (F3) y en
proceso de reversion de la fibrosis (F3+R). Los resultados se muestran como MediaxEE. Se
realiz6 ANOVA de una via y prueba post hoc de Tukey. *p<0.05, ****p<0.0001, n=6.
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Figura 23. Concentraciones séricas de CTGF durante la reversion de la fibrosis hepatica.
Se muestran las concentraciones de CTGF en suero en etapa sana (F0), fibrotica (F3) y en
proceso de reversién de la fibrosis (F3+R). Los resultados se muestran como MediaxEE. Se
realiz6 ANOVA de una via y prueba post hoc de Tukey. n=6.
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7.8 Expresion de IL-6 en la reversion de la fibrosis.

Ademas de cuantificar al CTGF, se determind también a IL-6, ya que se ha visto
implicada en la regeneracidn hepatica favoreciendo las reacciones ductulares
principalmente. En la Figura 25, se puede observar que cuando el higado cursa
un proceso de reversion de la fibrosis, IL- 6 se incrementa comparandola con el
higado sano y con el higado en fibrosis avanzada.
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Figura 25. Relacion IL-6/proteina total en el higado durante la reversion de la fibrosis.
Se muestran la relacion de IL-6/proteina total en el higado sano (F0), fibrético (F3) y en proceso
de reversién de la fibrosis (F3+R). Los resultados se muestran como Media+EE. Se realiz6 ANOVA
de una via y prueba post hoc de Tukey. **p<0.01, ***p<.,001, ****p<(0.0001, n=6.

Se ha descrito que IL-6 promueve la regeneracién hepatica,los resultados
obtenidos en el suero muestran que durante el proceso de reversion, hay un
incremento de mas de cinco veces respecto al control y de mas de trece veces

que en el higado fibrético (Figura 26).
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Figura 26. Concentraciones séricas de IL-6 durante la reversion de la fibrosis hepatica.
Se muestran las concentraciones de CTGF en suero en etapa sana (F0), fibrética (F3) y en
proceso de reversion de la fibrosis (F3+R). Los resultados se muestran como MediazEE. Se
realizd ANOVA de una via con una prueba post hoc de Tukey y una t-student. ***p<0.001,
****p<0.0001. n=6.

8. DISCUSION.

El Factor de Crecimiento de Tejido Conectivo (CTGF), es una proteina que se ha
descrito implicada en enfermedades que cursan con fibrosis en diferentes
organos (pulmén, piel, ojo e higado), sin embargo, a lo que respecta con el
espectro de la fibrosis hepatica no se habia estudiado su papel en los diferentes
estadios desde una fibrosis inicial hasta la cirrosis. Los resultados de este trabajo
muestran que la expresion de CTGF aumenta conforme avanza la fibrosis, hasta
ser mayor en la cirrosis, sin embargo, la proteina en el higado refleja un valor
contrario, siendo el higado control (sin fibrosis) el que contiene mas cantidad de
esta proteina, y desde que inicia la fibrosis su cantidad disminuye. En el modelo

de reversion CTGF se comporta de manera similar al modelo de fibrosis, siendo
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que la cantidad de proteina del CTGF es mas alta en el higado en proceso de
reversion a pesar de que los niveles de expresién génica sean mas bajos (Figura
23). CTGF no varia en el suero, no se encontraron diferencias en el higado
control en comparacién con un higado con fibrosis ni en las diferentes etapas de
la fibrosis hepatica ni tampoco hallamos diferencia sérica en el modelo de

reversion en el suero (Figura 24).

Una posible explicacidon a la diferencia entre el transcrito y el péptido detectados
en el higado es la protedlisis del ultimo ya que CTGF es susceptible a este tipo de
degradacién. Se han detectado fragmentos de CTGF en el sobrenadante de
cultivos de varios tipos celulares (fibroblastos) asi como en fluido corporal y en
suero de pacientes que cursan algun tipo de enfermedad fibrética [67]. Existen
estudios que indican que las Metaloproteinasas de Matriz (MMPs), que se
encuentran aumentadas en la fibrosis hepatica y que degradan a componentes de
la ECM, tienen la capacidad de degradar a CTGF sin afectar su actividad bioldgica
[68, 69].

Hashimoto en 2002, demostré que diferentes MMPs (MMP-1,-3,-7 y -13) escinden
a CTGF en la region que une a los dominios factor von Willebrand tipo C y el
dominio trombospondina-1, y los fragmentos resultantes seguian teniendo
actividad bioldgica [68]; el anticuerpo primario usado en la determinacién de
CTGF en el higado y en el suero se une a esta regidon, por lo que es posible que
las determinaciones realizadas no detecten las fracciones generadas por la
protedlisis por MMPs y sea la explicacion de la discrepancia entre el

comportamiento de la expresion génica y la cantidad de proteina de CTGF.

Actualmente existen estudios que vinculan la sobreexpresion de CTGF sérico en

pacientes que cursan fibrosis hepatica avanzada por infeccidn crénica con virus
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de hepatitis B y C [59, 70] por lo que resalta el papel de CTGF en la fibrosis
avanzada, sin embargo, los paneles para la deteccién asi como sus kits no son
publicos ya que esperan patente, por lo que podria ser que el anticuerpo se una a
otra regién de la proteina la cual detecte tanto la forma completa, asi como las

fracciones generadas.

CTGF es un blanco terapéutico con mucho potencial, en este 2016, Li y
colaboradores [72], desarrollaron un anticuerpo anti-CTGF, siendo probado en
ratones a los que luego se les indujo fibrosis severa con CCls, demostrando que
bloqueando a CTGF la fibrosis es inhibida casi por completo, ademas de inhibir la
expresion de otras proteinas fibrogénicas como el PDGF y el TGF-B [71,72];
confirmando que cada vez hay mas evidencia del papel fundamental de CTGF en

el desarrollo de la fibrosis hepatica.

El presente trabajo, demuestra que la expresion de CTGF aumenta conforme
avanza la severidad de la fibrosis y teniendo en cuenta que CTGF puede ser
escindida sin perder su actividad bioldgica nos da como perspectiva evaluar en
cada etapa del espectro de la fibrosis hepatica a CTGF de forma completa y

escindida, con anticuerpos que puedan reconocer los fragmentos generados.

La mayoria de los pacientes que presentan fibrosis hepatica, cursan con algun
grado de inflamacion, y por ende una expresién aumentada de IL-6 [23], sin
embargo, el modelo de fibrosis hepatica por CCls no genera una inflamacion
observable (Figura 12) [17]. Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren
que IL-6 no tiene un papel, al menos en la generacidn de componentes de la ECM
durante la fibrosis hepatica, siendo que disminuye en el higado y en suero desde

la fibrosis inicial.
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Es conocido que el Unico érgano interno con capacidad de regenerarse es el
higado, ya sea de una reseccion del dos tercios de tejido hepatico o de una
fibrosis severa (la regeneracion del higado cirrético sigue en controversia) [20],
en general esto se logra inhibiendo el agente causal, ya sea cambiando el estilo
de vida, eliminando al virus o en nuestro caso el CCls, generando asi un modelo
de reversion de la fibrosis hepatica, en donde observamos datos compatibles con
la regeneracién del tejido, dados por la presencia de reacciones ductulares
(Figura 21) uno de los principales mecanismos implicados en la regeneracién
hepatica [21]. Aunado a la presencia de estos hallazgos, se observd el aumento
de IL-6 tanto en el higado como en el suero. IL-6 es una citocina necesaria para
la diferenciacién de las células ovales en condiciones de regeneracion hepatica. A
pesar de que no se observd aumento de la expresién génica de CTGF durante la
reversion de la fibrosis, la cantidad de esta proteina detectada en el higado se
incrementod, posiblemente propiciando a la generacion de reacciones ductulares
para poder regenerar el parénquima hepatico, evitando la protedlisis por las
MMPS, sin embargo, este es un resultado que hay que tomar con cautela pues
como se discutid con anterioridad, sélo pudimos cuantificar al CTGF de forma
completa y es fundamental determinarlo de forma escindida ya que no pierde
funcion bioldgica y podria ser que los niveles de CTGF sean aun mayores de lo
que pudimos cuantificar. Siendo capaces de completar la historia de CTGF, se
podria sugerir como posible tratamiento antifibrético que lo empleara como

blanco terapéutico.

Queda como perspectiva de este trabajo, evaluar a las formas escindidas de
CTGF tanto en el curso de la fibrosis hepatica y en la resolucién de la misma,

para asi entender el papel de CTGF tanto de forma completa y fragmentada.
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9. CONCLUSION.

La expresidn génica del Factor de Crecimiento de Tejido Conectivo (CTGF),
aumenta conforme aumenta la severidad de la fibrosis hepatica, sin embargo, la
proteina en el higado disminuye desde la fibrosis inicial y a nivel sérico no se
observan cambios, por lo que a pesar de estar involucrado en la fibrosis en otros
tejidos, el péptido CTGF no puede diferenciar etapas de la fibrosis hepatica, sin
embargo, se necesitan mas estudios para aclarar su papel en la enfermedad

hepatica.

Se pudo relacionar concentraciones altas de CTGF con la regeneraciéon del higado
mediante la generacidn de las reacciones ductulares, a pesar de que existe
menor expresidn génica, las concentraciones de CTGF en el higado aumentan en
el proceso de reversidon aunque no se pueda observar algin cambio en sus
concentraciones en suero, sin embargo recordar que por detalles técnicos sdlo
vemos la forma completa de CTGF, y la fracciones escindidas siguen siendo

desconocidas.
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| INTRODUCCION »

El Factor de Crecimiento de Tejido Conectivo (CCN2/CTGF) es una proteina involucrada en la cicatrizacion. Se ha
documentado una correlacion entre CCN2/CTGF en suero y la fibrosis en pulmén, piel y rifién.

En células estelares hepaticas, esta proteina es inducida por TGF-B1 y se ha sugerido como un amplificador rio abajo de
la funcion de esta citocina. CCN2/CTGF se encuentra incrementada en pacientes con enfermedad hepatica cronica,
ademas se ha propuesto como un biomarcador del avance de la fibrosis en sujetos con infeccion con Virus de Hepatitis
B. Sin embargo no se conoce la dindmica de su expresién durante el transcurso de la fibrosis en el tejido hepatico.

OBIJETIVO

Estudiar la expresidon de CCN2/CTGF en el transcurso de la fibrosis hepatica en un modelo murino.

MATERIAL Y METODOS >
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Figura 1. Imagenes de los higados en diferentes Figura 2. Expresion de CTGF/CCN2 en el progreso de Figura 3. Comparacion de la
etapas de fibrosis. la fibrosis. Los resultados se muestran como Media + expresion de CTGF/CCN2 entre los
EE. n=6. **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 vs. FO. grupos F3 y F3-R. Los resultados se

muestran como Media + EE. n=6.
****p<0.0001.

| CONCLUSIONES »

CCN2/CTGF se sobreexpresa en la fibrosis hepdtica inducida por CCl,, independientemente de su grado de avance. La
expresion de este gen disminuye durante la reversion de la fibrosis.
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