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RESUMEN

La cirrosis representa una de las cinco principales causas de muerte en
México, se presenta como la etapa final en la mayoria de enfermedades crénicas
del higado. La cirrosis se produce cuando hay una alta tasa de recambio de células
hepaticas (hepatocitos) y las células estelares hepaticas (CEH) quiescentes son
activadas por células de Kupffer (macréfagos hepaticos) para formar células
hepaticas estrelladas activadas. Estas tienen la funciéon de ser fibrogénicas-
proliferativas y que al igual que los miofibroblastos, tienen como caracteristica la
sobreproduccion de proteinas de matriz extracelular (MEC) como la colagena
(Friedman, 2005). Se han desarrollado diversos modelos para el estudio de la
cirrosis entre ellos destacan los inducidos por tetracloruro de carbono (CCls) que se
asemeja a la cirrosis ocasionada por el consumo de alcohol; y suero porcino
utilizado por la semejanza que tiene con el dafio ocurrido después de la infeccion
con el virus de la hepatitis C. El objetivo de este trabajo fue estudiar los cambios
bioquimicos e inmunolégicos que ocurren en ambos modelos durante la cirrosis
hepatica y las repercusiones sobre el potencial regenerativo. Los cambios
encontrados en enzimas y sustratos en el analisis bioquimico de los modelos
experimentales demuestran que en los organismos tratados con CCls se observa
una peérdida de la homeostasis hepatica desde comienzo del tratamiento. Las
concentraciones de colagena son elevadas desde el inicio del tratamiento con CClg,
el dafio provocado por el CCls produjo cambios morfo-fisiolégicos en el higado
cambiando la estructura del higado. En el modelo de SP el incremento de las
concentraciones de colagena fue significativo, se observaron conexiones entre las
venas porta-porta lo cual podria ser crucial en la comprension de este modelo. A
nivel inmunoldgico, las mediciones indican que la cirrosis puede estar mediada por
células del sistema inmune, citocinas e inmunoglobulinas las cuales actuan de
manera sinérgica con células hepaticas provocando cambios fisiologicos. Por su
parte, en el tratamiento con CCls los cambios pueden estar relacionados con el dafio
hepatico (necrosis) observado desde el inicio del tratamiento y no con una respuesta

inmunoldgica.
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INTRODUCCION

En el mundo existen diversas enfermedades con una alta tasa de mortalidad;
las enfermedades crdnicas del higado como es el caso de la cirrosis que representa
una de las cinco principales causas de muerte en México, segun datos de la
Secretaria de Salud en México, en el afo 2020, la incidencia de cirrosis hepatica
alcohdlica fue de 3.2 personas por cada 100 mil habitantes. Particularmente, la
cirrosis se ha visto favorecida por diversas causas como la hepatitis alcohdlica, la
autoinmunidad, el desorden metabdlico, las hepatitis virales, entre otras (Chagoya
de Sanchez et al., 2012; D’Amico et al., 2006; Friedman, 2005; Hernandez-Mufoz
et al., 2001)

La cirrosis se presenta como la etapa final en la mayoria de enfermedades
cronicas del higado, que en su fase inicial suele ser asintomatica (fase
compensada), pero rapidamente puede progresar a la fase descompensada que se
caracteriza por la aparicion de ascitis, ictericia, encefalopatia y hemorragias
gastrointestinales (D’Amico et al., 2006). Cuando ocurre el daio cronico en higado,
se produce una tasa alta de recambio de células hepaticas (hepatocitos) y las
células estelares hepaticas (CEH) quiescentes son activadas por células de Kupffer
(macrofagos hepaticos) para formar células hepaticas estrelladas activadas (figura
1). Estas tienen la funcién de ser fibrogénicas-proliferativas y que al igual que los
miofibroblastos, tienen como caracteristica la sobreproduccion de proteinas de
matriz extracelular (MEC) como la colagena, fibronectina, ondulina y tensina, las
cuales juegan un papel importante en la formacion de la fibrosis hepatica y todos

los desdrdenes que conlleva la lesion (Friedman, 2005).
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FIGURA 1. ACTIVIDAD DE LAS CELULAS DE KUPFFER EN LA PROGRESION Y
REVERSION DE LA FIBROSIS HEPATICA.

Se han desarrollado diversos modelos de cirrosis y fibrosis hepatica
inducidos por tetracloruro de carbono (CCls) (Chagoya de Sanchez et al., 2012;
Hernandez-Munoz et al., 2003; Pérez-Carreon et al., 2010) y suero porcino (SP)
(Hasegawa-Baba & Doi, 2011; Paronetto & Popper, 1966; Suarez-Cuenca et al.,
2008), el primero él mas usado como modelo de la cirrosis producida como
consecuencia del consumo de alcohol y el segundo utilizado por la semejanza que
tiene con el dafno ocurrido después de la infeccién con el virus de la hepatitis C
(Huang et al., 2014). Ademas, se ha observado que durante la induccién con suero
heterdlogo en ratones (suero porcino), las lesiones que produce se caracterizan por

la formacion de nédulos parenquimatosos (Paronetto & Popper, 1966).

El objetivo de este trabajo fue estudiar los cambios inmunolégicos que
ocurren en ambos modelos durante la cirrosis hepatica y las repercusiones sobre el

potencial regenerativo.
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ANTECEDENTES

El higado es un érgano que desempefia distintas funciones a nivel metabdlico
como la sintesis, degradacion y almacenaje de nutrientes (carbohidratos, lipidos y
proteinas), y es el principal 6rgano de desintoxicacion, el cual remueve los
metabolitos tdxicos y xenobidticos mediante conversion metabdlica (Celton-Morizur
& Desdouets, 2010). Ademas, cuenta con gran capacidad regenerativa, asi como
diversas funciones mas complejas que pueden afectar a otros érganos. La unidad
funcional del higado son los Iébulos, estos tienen forma poligonal, contienen a las
arteriolas, ducto biliar, vena porta y la vena central (Sadri et al., 2016). El higado es
el encargado de recibir a través de la vena porta toda la circulacion proveniente del
intestino, bazo y pancreas, por lo que cualquier falla en la homeostasis del higado
puede desencadenar en problemas del funcionamiento correcto de diversos

organos (Michalopoulos, 2007).
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FIGURA 2. IMPORTANCIA METABOLICA DEL HIGADO. Devlin, M T. 4ta edicién.

Como se menciond antes, el higado estd compuesto de lobulos que
contienen principalmente células parenquimales (hepatocitos y colangiocitos) (Sadri

et al., 2016) de las cuales los hepatocitos conforman el 80% de las células del
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higado; por otro lado, las células no-parenquimales (mesenquimales, mieloides y
linfoides) cumplen con funciones muy diversas. En este grupo se encuentran las
células estrelladas hepaticas (CEH, células de Ito o lipocitos hepaticos), los
macrofagos hepaticos (células de Kupffer), linfocitos y células cebadas (mastocitos)
(Taub, 2004).

Las células parenquimales del higado cuentan con caracteristicas
particulares, ya que pueden ser binucleadas y poliploides. Los colangiocitos forman
una barrera que cubre a los conductos biliares y asi previene el dafio provocado por
la bilis al higado (Sadri et al., 2016). A continuacion, se presenta una breve

descripcion de los diferentes tipos celulares que conforman al tejido hepatico:

Células mesenquimales

Las células estrelladas hepaticas (CEH, células de Ito) son células
quiescentes de origen mesenquimal, que se localizan en el espacio perisinusoidal
de Disse entre el endotelio fenestrado del higado y los hepatocitos epiteliales, y
tienen diversas funciones como la homeostasis de la vitamina A. Ademas, se
encuentran muy relacionadas con la fibrosis hepatica y la regulacion del flujo de

sangre (Unanue, 2007).

Las CEH pueden diferenciarse en miofibroblastos (Fausto et al., 2006) por
medio de la estimulacion de citocinas como TGF-, y éstos pueden expresar a la a-
actina de musculo liso (caracteristica de células del musculo liso) y proteinas de
matriz extracelular que son responsables de la contractilidad, pérdida de la
capacidad de almacenar retinoides, cambios en la organizacion del citoesqueleto,
morfologia celular y la capacidad fibrogénica (Moreira, 2007; Velasco-Loyden et al.,
2010). Por otro lado, se ha observado que en células estelares hepaticas de humano
se expresan las moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) de
clase | y Il y responden a las citocinas mediante la expresion de moléculas co-
estimuladoras, por lo que este tipo de células pueden tener una funcion extra como

células presentadoras de antigeno (Unanue, 2007; Winau et al., 2008).
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Células mieloides

Las células de Kupffer, son de origen no parenquimal, y provienen de
monocitos, que se originan a partir de células hematopoyéticas en médula 6sea;
estos monocitos son reclutados por diversos tejidos, donde maduran a macrofagos.
Los macrofagos hepaticos representan cerca de un 15% de las células del higado,
y se les considera como células limpiadoras, pues eliminan una gran cantidad de
particulas. A diferencia de los macrofagos de otros tejidos, las células de Kupffer
tienen una vida media mas larga (H. J. Li et al., 2015; Naito et al., 2004). Las células
de Kupffer estan implicadas en la activacion de las CEH quiescentes mediante
liberacidon de factores de crecimiento (TGF-B1) provocando un incremento en los
niveles de inhibidor tisular de metaloproteinasas 1(TIMP-1) y de forma contraria
mediante la secrecidn del ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF
(TRAIL) en células de Kupffer; éstas pueden inducir la apoptosis en células
estrelladas hepaticas y con ello disminuye la concentracion de TIMP-1. Esto supone
que los macréfagos en higado tienen una importante funcién en el desarrollo de

fibrosis, pero también inhiben la proliferacién de éste (Friedman, 2005).

Las Células Dendriticas (CD) forman parte del sistema de células
presentadoras de antigeno (CPA), que son las responsables de la modulacion de la
respuesta inmune, siendo muy eficientes en la activacion de los linfocitos By T. En
su superficie expresan el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase |
y I, son responsables de la activacién de linfocitos T citotoxicos (CD8+) y linfocitos
T cooperadores (CD4+), respectivamente (Banchereau & Steinman, 1998; H. J. Li
et al., 2015).

Células linfoides

Las células asesinas naturales (NK) maduran en médula 6sea a partir de un
progenitor linfoide comun que conforma el sistema inmune adaptativo, y esta célula
NK tiene caracteristicas distintivas pues es de gran tamano y contiene un citoplasma
granular (citolitico). Estos linfocitos pueden reconocer y eliminar células anormales

(células tumorales y células infectadas viralmente) (Murphy & Weaver, 2017). En
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higado se encuentran en grandes cantidades y se ha observado que tienen un
importante rol inmunoldgico, pues son activadas cuando las células de Kupffer
(macréfagos) liberan IL-12 e IFN-y (S. Seki et al., 2000).

En el higado, los linfocitos T pasan a través de los sinusoides e interaccionan
con los macrofagos, a través de células (especificamente células presentadoras de
antigeno) al reconocer péptidos unidos al Complejo Mayor de Histocompatibilidad
(MHC) (Gorham, 2007). Las células T se clasifican ademas en linfocitos T CD8+ y
linfocitos T CD4+; estas células se activan por medio de células dendriticas
inmaduras en agregados de tejidos linfoides. Las células T CD8+ superan por en
gran cantidad a las células T CD4+. Los linfocitos T CD4+ sintetizan IFN- vy y IL-4,
pero una gran cantidad de linfocitos T puede resultar perjudicial pues debido a ello
los hepatocitos expresan FAS (CD95, TNFRSF6) que es un receptor de superficie
que esta relacionado con la muerte celular programada (apoptosis) (Crispe, 2003).
Por otro lado, las células T CD4+ pueden diferenciarse en varios tipos de células
efectoras que producen citocinas especificas asociadas a una gran variedad de
enfermedades hepaticas, estos subconjuntos incluyen a células Th1 productora de
interferén y (IFN y) y factor de necrosis tumoral a (TNF-a); Th2 productoras de IL-3,
IL-4 y IL-5; todas éstas relacionadas con la interaccion entre células T y B; T-reg
productora de IL-10 y TGF-B1 las cuales estan asociadas a mecanismos
inmunosupresores; y Th17 la cual produce IL-17 que funciona como citocina
proinflamatoria estimulando diferentes tipos de células (Gorham, 2007).

Los linfocitos B, son las células encargadas de producir y liberar anticuerpos,
esto puede ser mediado a través de células presentadoras de antigeno como
células dendriticas y macréfagos. Ademas, las células B presentan receptores BCR
los cuales se unen directamente a los antigenos solubles o antigenos en la
superficie de patégenos por lo que pueden comportarse como células
presentadoras de antigenos. Por otro lado, los linfocitos B pueden diferenciarse en
células plasmaticas a través de la activacion por linfocitos T, de esta manera las
células plasmaticas pueden producir grandes cantidades de anticuerpos de alta

especificidad (inmunoglobulinas). Finalmente, se ha descrito que existen
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poblaciones de células B en un higado sano y que estan ubicadas cerca de las
zonas portales y en el parénquima, mientras su forma activada (células plasmaticas)
cobra relevancia serolégica durante en infecciones virales como es el caso de
hepatitis B, hepatitis C, asi como en enfermedades autoinmunes hepaticas
(Gorham, 2007).

Regeneracion hepatica

La regeneracion es un proceso de recuperacion de un miembro perdido que
inicia con la formacion de un blastema que contienen células con potencial de
diferenciacion (Fausto et al., 2006). Sin embargo, la regeneraciéon hepatica ha sido
ampliamente estudiada desde el punto de vista de modelos de hepatectomia parcial
(HP) y CCl4, en los cuales se ha descrito como la reposicion compensatoria del
numero y masa de células (Fausto et al., 2006). La regeneracién hepatica es un
fendbmeno que ocurre como respuesta a diversos estimulos (lesiones toxicas,
infecciones y escisiones), mientras que en un higado sano bajo condiciones
normales los hepatocitos son de vida larga y no entran en divisidon celular (Taub,
2004). Un ejemplo de ello seria que durante el inicio de la regeneracién hepatica
inducida por hepatectomia parcial existe una importante presencia de redes de
citocinas, lo cual incluye el aumento de los ARNm y niveles factor de necrosis
tumoral (TNF, Caquecina) e IL-6 en suero; asi como la activacion de factores de
transcripcion, el factor nuclear-kappa B (NFkB) y el transductor de senal y activador
de la transcripcion 3 (STAT3) (Fausto et al., 2006). Durante la regeneracion del
higado diversas citocinas, factores de crecimiento y redes metabdlicas se relacionan
entre si, siendo diversas moléculas las que se encuentran asociadas a las sefiales
mitogénicas (Michalopoulos, 2007).

Por otro lado, los hepatocitos en condiciones normales (in vivo) se consideran
quiescentes, es decir, en fase Go del ciclo celular y en este estadio hay minima o
nula cantidad de los mitégenos de factor de crecimiento transformante-alpha
(TGFa), factor de crecimiento epidermal (EGF) y factor de crecimiento de

hepatocitos (HGF). De este modo, la red de citocinas actua en el inicio de la
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regeneracion hepatica, el cual corresponde al paso de hepatocitos quiescentes a
células en el ciclo celular (Goa G1) (Fausto et al., 2006).

La anulacién de los puntos de restriccion de G1 tardio son precedidos por la
activacién de los factores de crecimiento (Fausto et al., 2006). HGF y la familia de
ligandos del receptor de EGF son importantes factores de crecimiento que impulsan
la progresién de ciclo celular durante la regeneracion hepatica (Fausto et al., 2006).
El factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), esta presente en diversas células
mesenquimales y actua sobre hepatocitos de manera paracrina y endocrina (por €j.
hepatocitos y células epiteliales); su receptor es el cMet, el cual se expresa en
muchas células epiteliales, endoteliales, neuronas y CEH (Nakamura et al., 2011).
El HGF esta implicado en el desarrollo y regeneraciéon hepatica (Fujimoto & Kaneda,
1999); asi como favorecer la progresion de tumores; sin embargo, esto ocurre en

sinergia con otras moléculas proinflamatorias (Y. Li et al., 2019).

Modelo cirrosis/fibrosis inducida por CCls

Desde hace mas de cinco décadas se ha usado el tetracloruro de carbono
(CCls) como modelo de dano hépatico. Sin embargo, Paquet y Kamphausen en
1975 describieron las caracteristicas esenciales de este modelo a largo plazo,
observando incrementos en la actividad sérica de aminotransferasas, los niveles de
triglicéridos, asi como los depdsitos de colagena y la presencia de necrosis
hepatocelular. Otros grupos han detallado, de manera mas completa el dafio
provocado por el CCls en diferentes organismos y vias de induccion, ademas de los
cambios que sufren los hepatocitos y la pérdida de sus funciones (Recknagel et al.,
1989).

Mecanismos de toxicidad del CCls

Existen dos mecanismos en el metabolismo del CCls que actuan
colectivamente provocando dano hepatico severo y la muerte celular. Por un lado,
cuando el CCls es catalizado por la accion del sistema oxidasa de funcion mixta
citocromo P450 (reticulo endoplasmico), al radical triclorometil («CClIs) (Tomasi et
al., 1987), que también puede formarse en la mitocondria (Boll et al., 2001). Esto
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ocurre especificamente en algunas isoenzimas de la familia CYP2, como CYP2E1
(metabolismo de xenobidticos) se lleva a cabo la biotransformacion al radical «CCls.
Sin embargo, éste se une covalentemente al sitio activo de la enzima inactivandola,
causando una inactivacion del sistema citocromo P450. De esta manera al inactivar
a la enzima los *CCls formados podran tomar diversas rutas, como dimerizarse en
C2Cls (Fowler, 1969), reaccionar con los acidos nucleicos, proteinas, lipidos o bien
reducirse a cloroformo (CHCI3) por la sustraccion de H+ de los &cidos grasos
insaturados (Slater et al., 1985). Por otro lado, en presencia de oxigeno y moléculas
organicas, el radical *CCls se convierte a un radical triclorometil peroxil (¢<CCl300),
el cual es mucho mas reactivo que triclorometil, que debido a esta reactividad su
tiempo de vida es mas corto (en un rango de milisegundos). El radical «CCI300 es
capaz de sustraer H+ de acidos grasos poliinsaturados a este proceso se le
denomina peroxidacion de lipidos (Forni et al., 1983). Entre los productos de
degradacion de acidos grasos producido por el radical triclorometil se encuentran
los aldehidos que pueden unirse directamente a grupos funcionales de proteinas,
inhibir actividades enzimaticas y la ruptura de los fosfolipidos de la membrana
celular, es claro que la muerte celular inducida por el CCls se debe a la combinacion
de diversos factores como la dosis y los periodos intoxicacion. (Weber et al., 2003).
Como consecuencia de esto, ocurre la formacion del higado graso, lo que se
acompafa de una disfuncion en el metabolismo de lipidos (Varela-Moreiras et al.,
1995).

Otro efecto de la haloalquilacidon en ratas tratadas con CCls, es la
hipometilacién, lo que induce la inhibicién de sintesis proteica (Smuckler & Benditt,
1965), por la baja metilacion del DNA. En experimentos in vitro se ha logrado revertir
esta hipometilacion, al administrar S-adenosil metionina (Varela-Moreiras et al.,
1995), que parece tener funcion cito-protectora y que probablemente tiene algun
efecto en los fosfolipidos (Tsuji et al., 1990).

Waller y colaboradores, reportaron la importancia de la salida de Ca? de los
microsomas de higado instantes después de la administrar CCls. La pérdida de la
homeostasis de los hepatocitos es consecuencia de la haloalquilacion de los lipidos

y también por la lipoperoxidacion, que compromete la regulacion del calcio
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intracelular. Estos cambios suceden principalmente en mitocondria (alta [Ca?*]),
reticulo endoplasmico y citosol (baja [Ca?*]) (Weber et al., 2003). Los cambios en
los compartimientos ocurren al poco tiempo de administrar una alta concentracion
de CCls, inactivando la ATPasa-Ca?* del reticulo endoplasmico y el sistema uniporte
de la mitocondria (Parola et al., 1990). Este sistema uniporte se encuentra en la
membrana interna de la mitocondria y es un canal altamente selectivo, funciona
como subunidad formadora de poros permitiendo el acceso de Ca?* y asi activar el
ciclo de los acidos tricarboxilicos (Baughman et al., 2011). La desregulacion
provocada por el CCls puede resultar en un incremento de la concentracion de Ca?*
en el citosol debido al dafio ocurrido en mitocondria (Long & Moore, 1986). También
se ha observado que ocurre una segunda oleada de incremento de Ca?* algunas
horas mas tarde debido a la pérdida de la permeabilidad de la membrana. La
elevacion de Ca?* citosolico dafia estructuras del citoesqueleto, ademas de activar
proteasas, endonucleasas y fosfolipasas, que conducen a vias apoptéticas y
necroticas, terminando en la muerte celular (Haouzi et al., 2000). Como
consecuencia de la elevada concentracion de Ca?* se activa la via proteina cinasa
C (Bjornsson et al., 1998), sin embargo, la alta concentracion de CCls induce la
activacion de la enzima calpaina la cual destruye la actividad de la proteina cinasa

C lo que contribuira a la muerte celular (Pronzato et al., 1993).

Moléculas inmunoldgicas presentes en enfermedades hepaticas

Existen diversas moléculas que son secretadas por los diferentes tipos de
células del sistema inmune (Linfocitos T, B, NK, células dendriticas y células de
Kupffer). Hay cinco clases de inmunoglobulinas (IgM, IgD, IgG, IgE e IgA) producto
de la secrecion de células B activadas, estas pueden presentarse como receptores
de antigenos transmembrana o como anticuerpos secretados.

Las células B inactivadas expresan el anticuerpo IgM en su superficie, la cual
es la mas comun en plasma, y tiene una forma pentamérica lo que provoca que
sean moléculas de baja afinidad, pero con gran cantidad de sitios de union a
antigenos, durante las etapas mas tempranas de una infeccion se encuentra de

manera mas recurrente. La secrecion de algunas citocinas como IL-4, IFN-y y TGF-
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B podrian estar implicados con la regulacidon de su expresion del anticuerpo IgM ya
que inhibe su produccién (Murphy & Weaver, 2017). Al igual que IgM, IgD se
encuentra adherida a la superficie celular de células B maduras indiferenciadas, sin
embargo, este anticuerpo se produce en menor cantidad que oftras
inmunoglobulinas.

Los anticuerpos IgA son de alta afinidad frente a antigenos pues suelen
funcionar como neutralizantes de toxinas y se presentan como forma de monémero
en el plasma y como dimero en las secreciones mucosas, de manera experimental
se ha observado que TGF-B ésta induce la proliferacion y IL-5 aumenta la
produccion del anticuerpo IgA (Murphy & Weaver, 2017).

Las IgG son los anticuerpos especificos mas abundantes, suelen
proporcionar inmunidad a largo plazo contra infecciones virales y bacterianas. Su
especificidad depende de la subclase a la que pertenece (IgG 1, IgG 2, IgG 3, I1gG
4). A pesar de que conservan cerca de un 90% de similitud de las secuencias de
aminoacidos entre ellas, las propiedades biolégicas como la union a antigeno, la
vida media, la activacion de células efectoras y la formacién de complejos
inmunoldgicos es diferente (Napodano et al., 2020). En infecciones provocadas por
el virus de hepatitis B, IgG e IgM suelen aparecer muy al inicio de la infeccién aguda
y permanecen a lo largo de la infeccidn cronica (Trépo et al., 2014).

Por otro lado, las interleucinas generalmente son expresadas en leucocitos y
algunas células endoteliales, estan implicadas en la respuesta inmune, procesos
inflamatorios y en la fibrogénesis del higado (Zhou et al., 2014). Se ha reportado el
incremento de algunas citocinas proinflamatorias en la enfermedad hepatica
alcohdlica, y se ha descrito que algunas citocinas como IL-1 y TNFa pueden
provocar daio hepatico de manera indirecta a través de otras células o de manera
directa después de unirse receptores especificos de hepatocitos para generar
sefnales intracelulares toxicas (McClain et al., 1999). Por otro lado, la sobreexpresién
de la Interleucina 6 (IL-6) puede tener como consecuencia la hiperplasia de
hepatocitos periportales, es probable que la IL-6 esté relacionada con la
optimizacién de procesos en la regeneracion temprana, sin embargo, no puede ser

vista como un iniciador de regeneracion (Michalopoulos, 2007). De igual manera,
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la IL-6 también se ha observado que actua de manera sinérgica con HGF en el

desarrollo de tumores (Y. Li et al., 2019).

Modelo cirrosis/fibrosis inducida por suero porcino

Paronetto y Popper en 1966 describieron algunos aspectos del modelo de
cirrosis inducido por suero porcino, en el que inyectaron en ratas de manera
intraperitoneal quincenalmente con sueros heterdlogos (suero porcino y suero de
caballo, entre otros), y observaron que la incidencia de cirrosis aumento a lo largo
de la inmunizacion, aumentando de 65% a 80% después de 100 dias. Por otro lado,
se observo que una fraccion de albumina de suero porcino contenia propiedades
cirrdticas, sin embargo, el mecanismo no fue completamente descrito, pues
presumiblemente los complejos inmunes que se localizaron en los tractos portales
produjeron la formacion de septos alrededor, lo que indica un origen inmunolégico
en este modelo de lesidn hepatica crénica.

En otros estudios se ha investigado si la fibrosis hepatica inducida por suero
porcino es producida debido a una reaccion inmunologica. En uno de esos estudios
se probaron dos grupos, el primer grupo con suero porcino-tolerante (neonatales) y
un grupo control (ocho semanas de edad) siendo ambos inyectados
intraperitonealmente dos veces por semana durante 18 y 10 semanas
respectivamente. El grupo suero porcino-tolerante mostré bajos niveles de
anticuerpo y no hubo desarrollo de fibrosis hepatica, o que contrasté con el grupo
control que mostro altos niveles de anticuerpos y el 75% de ellas desarroll6 fibrosis.
Concluyeron que la diferencia en la localizacién de células ED1 positivas
(macréfagos/células de kupffer) entre el higado de rata normal y fibrético, sugiere
que las células del sistema inmune, como los macréfagos estan involucrados en la
fibrogénesis y la formacion de septos (Baba et al., 2004).

Por otro lado, se hicieron observaciones histolégicas en ratas Brown Norway
(BN), Sprague Dawley (SD) y Wistar. Aqui, el numero de eosindfilos (CD3+) y
macrofagos (ED1+) se encontraron muy elevados en ratas BN y SD, al igual que
células T (CD45RA+) en ratas BN y células positivas para a-actina de musculo liso

(a-SMA+) en ratas SD, sugiriendo que las diferencias con células inflamatorias
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pueden estar relacionadas con la ausencia de fibrosis hepaticas en ratas Wistar.
Finalmente, a las 8 semanas se encontrdé una gran cantidad de pseudo-lébulos
pequefios en todas las cepas, sugiriendo que cada célula inflamatoria tiene un papel
diferente en el proceso de la fibrosis (Bishayi et al., 2002).

Se ha estudiado la implicacion de las células estrelladas hepaticas (CEH)
podrian tener en el recambio de la MEC en un modelo de una fibrosis preestablecida
y en la hepatectomia parcial. En ratas Wistar machos se les administré de manera
intraperitoneal un suero porcino durante 9 semanas y posteriormente se sometieron
a una hepatectomia parcial del 70% o con operacidn simulada. Se realizaron
analisis histolégicos, morfométricos, ademas se determinaron los parametros
indicativos de la proliferacion celular, la sintesis de colagena y degradacion, asi
como la activacion de CEH. Observaron que el contenido de colagena del higado
se redujo a 75% después de HP en ratas con cirrosis, en comparacion con las ratas
con cirrosis con operacion simulada, lo que resultd en la sintesis disminuida de
colagena. También observaron que durante la HP aument6é la actividad de
colagenasa, obteniendo altas concentraciones de pro- MMP-9, MMP-2 y MMP-13,
y que estos datos contrastaban con una menor expresion de TIMP-1 y TIMP-2.
Demostrando que hubo una disminucion de la sintesis temprana de colagena,
degradacion leve de la MEC, regeneracion hepatica activa seguida por una mayor
colagendlisis y la deposicion limitada de MEC. Por otro lado, se observé que las
CEH activadas aumentaron rapidamente durante la fibrosis hepatica y
permanecieron activas después de la regeneracidon del higado, incluso durante la
resolucién de la fibrosis. Por ultimo, concluyeron que la estimulacién de la
regeneracion del higado a través de HP restaura el equilibrio en la
sintesis/degradacion de la MEC, lo cual conlleva a la remodelacion de la MEC y a
una resolucion casi completa de la fibrosis hepatica. Como respuesta al estimulo
regenerativo, las CEH activas parecen tener un papel de control en la remodelacion

de la MEC durante la cirrosis experimental en ratas (Suarez-Cuenca et al., 2008).
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Analisis bioquimico

En el higado se llevan a cabo diversos procesos metabdlicos, durante el
desarrollo de la enfermedad hepatica ocurre un aumento y disminucién de muchas
moléculas, estas pueden ser indicadoras de la progresion del dafio en el higado
(Tabla 1).

Tabla 1. Andlisis bioguimico
Analito Funciones

Alanina aminotransferasa (ALT) Catalizan la transferencia de grupos

Aspartato aminotransferasa amino.

(AST)

Mantener la presion osmatica vascular.
Transportar compuestos enddégenos y

Albumina .

exdgenos.

Actua como reserva proteica.
Bilirrubina Total Componente de la bilis.

Lactato deshidrogenasa (LDH)  Catalizar reacciones en diversos tejidos.

Amoniaco Importante en el diagnostico de
encefalopatia.
Ornitina carbamoil

transferasa (OTC) Cataliza la formacion de citrulina.

Ciclo de la
urea s o , . o
Ornitina Intermediario de la sintesis de citrulina
Citrulina Intermediario de la sintesis de arginina
Arginina Intermediario de la sintesis de la urea
Arginasa Cataliza la formacion de citrulina y urea.

Tabla 1. Analisis bioquimico. Algunos analitos importantes en el desarrollo de la enfermedad hepatica.
IWolf,1999. Ramirez-Zamora et al. 2013

Colagena

La colagena es la mas importante proteina del tejido conectivo, se encuentra
presente en piel, huesos, tendones, cartilagos y otros 6rganos como el higado (Da
Silva et al., 2015). La colagena ésta conformada principalmente por prolina, glicina,
lisina e hidroxiprolina, este ultimo, es el mayor componente de la colagena y es

producido de la hidroxilacion de la prolina. Durante la formacion de la triple hélice
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de colagena, la prolil-4-hidroxilasa cataliza la formacion de 4-hidroxiprolina que
sirven dar estabilidad a la colagena (Gabr et al., 2016).

Especificamente, cuando el higado es expuesto a diversos factores
bioldgicos, quimio-téxicos, infecciones virales, parasitos y enfermedades
autoinmunes puede resultar en la deposicion de fibras de colagena, esto es

conocido como fibrosis hepatica (Bruck et al., 2001).
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HIPOTESIS

Es posible que a través de las alteraciones generadas en el higado por la
administracion de CCls y/o SP se pueda explicar el mecanismo o las diferentes vias
del desarrollo del dafo hepatico. De esta manera, el analisis comparativo de los
cambios inmunoldgicos y bioquimicos proporcionaran elementos adicionales para

el estudio de la fibrosis/cirrosis.

OBJETIVOS

General

Evaluar las alteraciones inmunolégicas en ratas Wistar provocadas por la
administracién cronica de suero porcino y de CCls para la induccidn de

fibrosis/cirrosis en higado.

Particulares

e Evaluar el metabolismo de la colagena mediante la cuantificacién de
hidroxiprolina.

e Analizar los metabolitos y la actividad enzimatica presente en el suero
durante el desarrollo de la cirrosis.

e Observar los cambios histolégicos que ocurren en el higado al inducir cirrosis
por administracién de suero porcino y de CCla.

e Cuantificar los niveles séricos de citocinas e inmunoglobulinas en los

tratamientos de SP y de CCla.
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MATERIALES Y METODOS

Se realizaron dos modelos de cirrosis/fibrosis hepatica uno mediante la
induccion con suero porcino (Celton-Morizur & Desdouets, 2010; Suarez-Cuenca et
al., 2008)y el otro por CCls. Para este estudio se adquirieron ratas macho de la cepa
Wistar del Bioterio del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM, los organismos
usados contaban con siete semanas de edad y un peso inicial aproximado de 100-
120g, este protocolo fue aprobado por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso
de Animales de Laboratorio del Instituto de Fisiologia Celular (CICUAL-IFC) con
numero de protocolo RHM85-16. Los organismos se mantuvieron durante todas las
semanas de tratamiento en condiciones de bioterio con acceso libre al alimento y
agua, y ciclos de 12:12 horas luz:oscuridad. Se inyectaron las ratas por via
intraperitoneal (IP) formando los grupos experimentales y sus respectivos controles,
que recibieron los tratamientos a diferentes tiempos experimentales para conocer la

progresion del dafo hepatico.

Los tratamientos experimentales de las ratas se desarrollaron en dos etapas,
la primera consistio en el grupo CCls inyectadas con una dosis de 4 ml/Kg de rata
(el CCls tuvo una dilucion 1:4 con aceite vegetal), tres veces por semana, durante
dos, cuatro, seis, ocho y diez semanas; y el grupo control que recibi6 la dosis de
4ml/Kg de aceite vegetal sin CCls. Para esta etapa se obtuvieron 45 ratas macho
de siete semanas y peso de 100-120g, se destinaron 25 ratas para el grupo CClq,
n=5 para cada dos semanas y 20 para el grupo control, n=4 cada dos semanas;
para el grupo CCls no sobrevivieron 5 ratas las cuales fallecieron a lo largo del
tratamiento experimental por lo que se ajustd a n=4, es importante mencionar que
todas las ratas formaron parte de las mediciones de pesos, pero no del analisis
bioquimico e inmunoldgico debido a la dificultad para obtener suero e higado. Por
otro lado, la segunda etapa consistio en los grupos SP a las cuales se les administré
una dosis de 3.5 ml/Kg de rata, tres dias a la semana, durante ocho, diez, doce y
catorce semanas; y grupo control al cual se le administré 3.5 ml/Kg de solucién
salina (NaCl al 0.9%). Para esta parte del ensayo se obtuvieron 52 ratas macho de

siete semanas y peso de 100-120g, se destinaron 36 ratas para el grupo SP, n=9
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para cada dos semanas y 16 para el grupo control, n=4 cada dos semanas; en la

octava semana de tratamiento se sacrificaron 6 ratas las cuales no contaron con

signos de dafo hepatico, estos organismos fueron descartados del analisis final de

este trabajo; se ajustd la n=12 para décima y decimosegunda semana, a lo largo del

tratamiento experimental solo fallecié una rata cerca de la decimocuarta semana de

tratamiento por lo que se ajustdé a n=5. Al término del periodo de tratamiento, los

animales se anestesiaron con pentobarbital sddico (40 mg/Kg) y se sacrificaron a

los diferentes tiempos experimentales. Los individuos experimentales fueron

manipulados de acuerdo a el “Reglamento para usuarios del Vivarium” y aprobado

por CICUAL-IFC. ANEXO 1. La Figura 3 muestra el disefio experimental a seguir

para los tratamientos.

1ra. Etapa 2da. Etapa
Control CCl4 Control Suero porcino
, Y N
semanas U
n=4 n=4
'o o‘ ‘o c‘
4 semanas ‘
n=4 n=4
L ) L )
6 semanas
n=4 n=4
% J) L )
8 semanas
n=4 n=4
N N L ) L ) L )
semams FY
n=4 n=4 n=4 n=12
‘0 .. ‘o o‘
12 semanas
ﬁ n=12
‘o -‘ ‘o .6
14 semanas 0 0
n=4 n=5

FIGURA 3. Diseno experimental de los
grupos tratados con CCls, SP y sus
respectivos grupos control. No se incluyen
los individuos descartados por quedar fuera
en el andlisis final, ni las ratas con muerte
prematura. Unicamente se usaron ratas
macho.
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Obtencion de muestras

De cada una de las ratas sacrificadas se obtuvo la sangre mediante
decapitacion. Para evitar la coagulacién las muestras se colocaron en tubos
Vacutainer™ con EDTA vy fueron agitados. Para la obtencion del plasma, la sangre
se centrifugd a 10,000 rpm (1,750 g) en una centrifuga clinica durante 10 minutos y
se obtuvieron los sobrenadantes procesados. Posteriormente, el plasma se

mantuvo congelado a -20 °C para usado en ensayos bioquimicos e inmunoldgicos.

Analisis histolégico

Se tomd una porcidén de aproximadamente 0.5 g, que se fijo en una solucion
de formaldehido al 20% y fue embebida en parafina para realizar cortes en
secciones delgadas de tejido con ayuda del micrétomo (grosor aproximado de 5-
10 ym). Posteriormente, después de ser fijados en el portaobjetos y rehidratados
con etanol/agua, se tifieron con tincion tricromica de Masson para observar las

fibras de colagena (Hernandez-Mufioz et al., 1997).

Analisis bioquimico

Transaminasa glutamato-oxalacetato (TGO)/Aspartato aminotransferasa (AST)

Se incubd el suero con buffer sustrato (K2HPO4 86 mM, KH2PO4 14 mM, L-
aspartato 0.1 M; a-cetoglutarato 2 mM, pH 7.4;) durante 60 minutos a 37 °C, y
también se uso6 un blanco de muestra el cual no fue incubado y el blanco el cual
unicamente contenia agua con buffer sustrato. Después de la incubacion se agrego
a cada una de los tubos 2,4-dinitrofenil hidrazina 0.001 mM y se incubd durante 20
minutos a temperatura ambiente. Para detener la reaccion se agregéo NaOH 0.4 M,
finalmente las muestras se leyeron a una longitud de onda de 546 nm (H.-U.
Bergmeyer & Bernt, 1965).

Transaminasa Glutamato-Piruvato (TGP)/Alanina aminotransferasa (ALT)
Se incubo el suero con buffer sustrato (K2HPO4 86 mM, KH2PO4 14 mM, DL-
alanina 0.2 M; a-cetoglutarato 2 mM, pH 7.4;) durante 30 minutos a 37 °C, también

se uso un blanco de muestra el cual no fue incubado y el blanco el cual unicamente

27



contenia agua con buffer sustrato. Después de la incubacion se agregé a cada una
de los tubos 2,4-dinitrofenil hidrazina 0.001 mM y se incub6 durante 20 minutos a
temperatura ambiente, para detener la reaccion se agregé NaOH 0.4 M, finalmente
las muestras se leyeron a una longitud de onda de 546 nm (H.-U. Bergmeyer &
Bernt, 1965).

Albumina

A partir de las instrucciones del fabricante Spinreact BSIS02 Albumina. Se
coloco en una cubeta de espectrofotometro, 1 ml de verde bromocresol (pH 4.2) y
se agregaron 5 pl de muestra (suero libre de hemdlisis), se mezclé y se incubd a
una temperatura de 15-25°C durante 10 minutos, posteriormente se realizd la

lectura a una longitud de onda de 630 nm.

Lactato deshidrogenasa (LDH)

La muestra de suero se incubo con solucion Tris/NaCI/NADH (Tris, 81.3 mM;
NaCl, 203.3 mM; NADH, 0.244 mM; pH 7.2) y se realizd una primera lectura
espectrofotométrica a 340 nm. Posteriormente se agregd solucién
Tris/NaCl/Piruvato (Tris, 81.3 mM; NaCl, 203.3 mM; Piruvato, 9.76 mM; pH 7.2) para
iniciar la reaccion y se realizé lalecturaa 0, 0.5, 1, 2, 3, y 5 minutos (H. U. Bergmeyer
& Bernt, 1974).

Bilirrubina Total

A partir de las instrucciones del fabricante Spinreact 1001044 Bilirrubina T&D.
Se colocaron en una cubeta de espectrofotometro, 1.5 ml de una solucién de acido
sulfanilico (30 mmol/L) y acido clorhidrico (150 mmol/L), 50 pl de sodio nitrito (29
mmol/L) y se agregaron 100 pl de muestra (suero libre de hemdlisis), se mezclé y
se incubd a una temperatura de 15-25°C durante 5 minutos, posteriormente se

realiz6 la lectura a una longitud de onda de 555 nm.

Ciclo de la Urea
Para realizar la determinacién espectrofotométrica de metabolitos se colocé
el extracto de suero obtenido con HCIO4 al 8%, se centrifugé y se obtuvo el

sobrenadante, con la muestra acida del suero se realizaron las determinaciones de
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citrulina y ornitina, mientras que el resto de la muestra acida se neutralizé 0.1 M
NaOH.

Ornitina

Se incubd la muestra acida con acido acético glacial y reactivo de ninhidrina
(140 mM, &cido acético 60% del volumen deseado, H3PO4 16.16% de volumen
deseado, aforar con agua), mientras que el blanco se incub6é con agua,
posteriormente se incubaron durante 15 minutos en agua hirviendo, se disminuyo la
temperatura y se agregé etanol 96% y se leyé 515 nm de absorbancia (Ramirez-
Zamora et al., 2013).

Citrulina

Se incubd la muestra acida con una solucion de antipirina (antipirina 21 mM,
Fe2(S04)3-9H20, ambos se diluyeron en una solucion H2SO4 y H20 1:5) y solucion
de 2,3-Butanedione monoxime 0.5 % w/v, ambas se agregaron en proporciones
iguales 1:1, se incubd la muestra durante 15 minutos en agua hirviendo y se realizo

la medicion espectrofotométrica a 460 nm (Ramirez-Zamora et al., 2013).

Arginina

Después de haber neutralizado la muestra se puso a incubar con buffer
sustrato (KH2PO4 0.5 M diluido en NaOH 1M y agua, pH 7 se afor6 hasta alcanzar
el volumen deseado), NADH (20 mM), Piruvato (50 mM) y agua, se realizo la lectura

a 340 nm (Ramirez-Zamora et al., 2013).

Nitritos

Se puso a incubar el suero neutralizado con clorhidrato de N(1-naftil)
etilendiamina (16.6 mM), sulfanilamida (58 mM en solucion H3PO4 al 5% w/v),
durante 20 minutos a temperatura ambiente y se realizd la lectura

espectrofotométrica a 550 nm (Green et al., 1982).

Amoniaco
Se incubd la muestra con buffer sustrato (Trietilamina-HClI 500 mM; 2-
oxoglutarato 35 mM; ADP 1.82 mM; pH 8.0) y como blanco se utilizé el buffer de

sustrato con agua, se espero a que la reaccion se estabilizara y se realizo la lectura
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espectrofotométrica a 340 nm, posteriormente se agreg6 la enzima glutamato
deshidrogenasa (GIDH 1200 kU/I) y de nuevo se realizé la lectura a diferentes
tiempos 0, 15, 30 y 45 minutos, en cada tiempo se volvié realizar la lectura del blanco
(H. Bergmeyer & Beutler, 1984).

Urea

A partir de la muestra resultante de la reaccion de la muestra neutralizada
con la enzima glutamato deshidrogenasa, se incubd la muestra con buffer sustrato
(Tris base 150 mM; succinato 60 mM; 2-oxoglutarato 12.5 mM; ADP 2 mM; pH 8),
se realiz6 una primera lectura a 340 nm y posteriormente se le agregoé ureasa (500
kU/I en solucién buffer de fosfatos 20 mM pH 6.8 y glicerol 50% v/v) y se volvié a
leer a 340 nm, a diferentes tiempos 0, 15, 30 y 45 minutos (Kerscher & Ziegenhorn,
1983).

Ornitina Carbamoiltransferasa (OTC)

Se mezcld el suero con solucion sustrato/ureasa (Carbamil-fosfato, 23 mM;
clorhidrato de ornitina, 2.5 mM; ureasa 2500 U/l), se mezclé e incubé durante 30
minutos a 37 °C, después de este tiempo se le agregd la solucion cromogénica
(antipirina, 21 mM; Fe2(S04)3-9H20, 0.08 mM; ambos se diluyeron en una solucién
H2S04 y H20 1:5) y solucion de 2,3-butanodiona monoxima 0.5 % w/v), ambas se
agregaron en proporciones iguales 1:1 y por ultimo se colocaron en agua hirviendo
durante 15 minutos, se enfriaron y se leyé a una absorbancia de 460 nm (Ceriotti,
1983).

Arginasa

Se incubd el suero con solucion activadora MnCl2 (10 mM), durante 20
minutos a 55 °C y se enfrid a 37 °C. Después se incubaron las muestras con buffer
de carbonatos NaHCOs 100mM; Na2COs 100 mM; pH 9.5), solucion de arginina
(100 mM), mezclar e incubar durante 10 minutos a 37 °C. Finalmente agregar acido
acético glacial y ninhidrina (140 mM, H3POz4 al 16.16% v/v, acido acético glacial al
60% v/v, aforar con agua hasta el volumen deseado) mezclar bien incubar en agua
hirviendo durante 1 hora y realizar la lectura espectrofotométrica a 515 nm, el color
es estable durante 1-2 horas (Gade, 1983).
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Cuantificacidn de citocinas y factores de crecimiento

A partir del plasma obtenido, se determinaron los titulos de citocinas: IL-1 (3,
IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IFN-y, TNFa, GM-CSF mediante Magpix. Esta técnica
se realizé siguiendo las instrucciones del proveedor. Se colocaron 100 pL de
anticuerpo (segun la citocina) y fueron diluidos en amortiguador de carbonatos
(recubrimiento) en cada pozo de la placa. La placa se incub6 durante toda la noche
a 4 °C. Al dia siguiente se lavo la placa en cinco ocasiones, utilizando 100 uL de
PBS + Tween 20 al 0,05%, en cada uno de los pozos de la placa, se agito
ligeramente durante 3 minutos en cada lavado. Después se incubd la placa con una
solucién de PBS-Tween 0,05% y leche descremada al 5% durante una hora a
temperatura ambiente, para bloquear los espacios en los que el antigeno no se
adhiri, nuevamente se hicieron cinco lavados. Posteriormente se afiadieron 100 L
de los sueros a cada uno de los pozos de la placa y se dej6é una hilera o columna
para los controles blanco. Se incubd la placa durante una hora a 37 °C, para permitir
la reaccién antigeno anticuerpo. Se lavé con PBS + Tween 0.05% la placa cinco
veces mas. Fueron afnadidos 100 yL del conjugado de peroxidasa en cada pozo de
la placa y se dej6 incubando durante una hora a 37 °C. Nuevamente se realizaron
cinco lavados. Después de los lavados se afiadié en cada uno de los pozos 100 uL
del sustrato (una tableta de orto-fenil-dietanolamina (OPD) disuelta en una mezcla
de acido citrico y fosfato disédico a pH 5,0), a la que se afladieron 20 uL de peréxido
de hidrogeno. Una vez que ocurrio la reaccién conjugado-sustrato se incubd la placa
durante 30 minutos cubriéndola completamente de la luz y a temperatura ambiente,
dicha reaccion provocd un cambio en la coloracién (amarillo — naranja). Finalmente,
se colocd en cero el lector contra el blanco de sustrato, se leyé a una densidad

optica de 450 nm con correccion entre 570 y 590 nm.

Metabolismo de colagena
Se cuantific la biodisponibilidad de la hidroxiprolina, se homogenizaron 100
mg de higado en 0.5 ml de NaOH 7M, para facilitar su disolucién se llevd a una

temperatura de 120 °C durante 40 min en autoclave, posteriormente se
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neutralizaron las muestras con 0.5 ml de H2SO4 3.5M, éstas se llevaron a un
volumen final de 10 ml con agua ultrapura, se tomaron 50 uL de las muestras y se
les agregd 0.45 ml Cloramina T (cloramina T al 4%) para favorecer la formacion de
pirrolidona, se incubd a temperatura ambiente durante 25 min, se agrego a cada
muestra 0.5 ml de reactivo de Ehrlich y se incubaron las muestras a 65 °C durante
20 min, las muestras fueron estimadas por espectrofotometria a 550 nm (Da Silva
et al., 2015).

Determinacion de anticuerpos
Inmunoglobulina M (IgM)

Se cuantificé la IgM por medio de ELISA, de acuerdo a lo indicado por el
fabricante abcam ab157738 IgM Rat ELISA kit. Se prepararon las muestras de
plasma diluyendo cada una, la dilucién fue de 1/5000, primero y se transfirieron 5
ML de muestra a 495 L de solucion diluyente 1X (dilucion de 1/100), después esta
muestra se diluyd nuevamente transfiriendo 10 pL del stock a 490 uL de solucion
diluyente 1X (dilucion 1/5000). Antes de realizar la curva estandar se reconstituy6
el calibrador de IgM a una concentracion final de 54,000 ng/mL. Se prepar6 una
curva estandar a partir del calibrador de IgM, el tubo #1 contenia 18.5 uL de stock
calibrador de IgE + 281.5 pL de solucién diluyente 1x para obtener una
concentracion de 1000 ng/mL. Después se afiadieron 150 uL de solucién diluyente
1X en los numeros de tubo 2-6, se agregaron 150 L del tubo #1 al tubo #2 y asi
sucesivamente en serie, el tubo #7 contenia unicamente solucién de diluyente 1X,
el cual sirvié como el estandar cero (0 ng/mL). Se pipetearon 100 pL de los tubos
estandar, incluyendo el control cero, en duplicado. Por otro lado, se pipetearon 100
ML de muestra diluida en los pozos y la placa se incub6 a temperatura ambiente
durante treinta minutos manteniendo la placa cubierta nivelada. Después de la
incubacién, se aspird el contenido de los pocillos, se lavaron los pozos buffer de
lavado 1X, esto se repitid tres veces, para un total de cuatro lavados, posteriormente
se secaron adecuadamente hasta eliminar el exceso de liquido. Se colocaron en
cada pozo 100 pL de Conjugado Enzima-Anticuerpo 1X 'y se incubd a temperatura
ambiente durante treinta minutos, manteniendo la placa cubierta en oscuridad y

nivelada. Después de transcurrido el tiempo, se lavaron y secaron los pocillos en
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cuatro ocasiones. Después del lavado y secado de los pozos, se pipetearon 100 yL
de solucién de sustrato TMB en cada pocillo, se incubd la placa en oscuridad a
temperatura ambiente durante exactamente diez minutos y posteriormente se
agregaron 100 pL de solucién de paro a cada pocillo. Finalmente se determiné la

absorbancia a 450 nm.

Inmunoglobulina E (IgE)

Se cuantificd de la IgE por medio de ELISA, se realiz6 la técnica basada en
el procedimiento indicado por el fabricante abcam ab157736 IgE Rat ELISA kit. Se
prepararon las muestras de plasma diluyendo cada una, la dilucién fue 1/10 de la
muestra, se transfirieron 30 uL de muestra a 270 pL Buffer diluyente 1X. Se preparo
una curva estandar a partir de la reconstitucion del calibrador de IgE, el tubo #1
contenia 5.18 L de stock calibrador de IgE + 294.82 uL de solucion diluyente 1x
para obtener una concentracion de 32 ng/mL, se afiadieron 150 pyL de Solucion
diluyente 1X en los numeros de tubo 2-6, se realizaron diluciones seriadas de los
tubos #2 al 6, el tubo #7 contenia unicamente solucion de diluyente 1X, el cual sirvié
como el estandar cero (0 ng/mL).

Se pipetearon 100 uL de los tubos estandar, incluyendo el control cero, en
duplicado. Por otro lado, se pipetearon 100 yL de muestra diluida en los pozos y la
placa se incubo6 a temperatura ambiente durante sesenta minutos manteniendo la
placa cubierta nivelada. Después de la incubacién, se aspird el contenido de los
pocillos, se lavaron los pozos buffer de lavado 1X, esto se repitid tres veces, para
un total de cuatro lavados, se secaron adecuadamente hasta eliminar el exceso de
liquido. Se colocaron en cada pozo 100 puL de Conjugado Enzima-Anticuerpo 1Xy
se incubd a temperatura ambiente durante sesenta minutos, manteniendo la placa
cubierta en oscuridad y nivelada, después de transcurrido el tiempo, se lavaron y
secaron los pocillos en cuatro ocasiones. Después del lavado y secado de los
pozos, se pipetearon 100 uL de solucion de Sustrato TMB en cada pocillo, se incubo
la placa en oscuridad a temperatura ambiente durante exactamente diez minutos y
posteriormente se agregaron 100 uL de solucion de paro a cada pocillo. Finalmente

se determiné la absorbancia a 450 nm.

33



Inmunoglobulina G (IgG)

Se realiz6 la cuantificacion de la IgG por medio de ELISA, se realiz6 la técnica
basada en el procedimiento indicado por el fabricante abcam ab157737 IgG Rat
ELISA kit. Se prepararon las muestras de plasma diluyendo cada una, la dilucion
fue 1:10,000 en buffer de lavado PT 1X, y después se diluyé 100 veces en diluyente
de muestra NS para una dilucién final de 1:1,000,000. Se preparé una curva
estandar a partir de la reconstitucion del calibrador de IgG, el tubo #1 contenia 3 pL
de stock calibrador de IgG + 297 uL de diluyente de muestra NS 1x para obtener
una concentracién de 2,000 ng/mL, se afadieron 150 pL de diluyente de muestra
NS 1X en los numeros de tubo 2-8, se realizaron diluciones seriadas de los tubos
#2 al #8, el tubo #9 contenia unicamente diluyente de muestra NS 1X, el cual sirvié
como el estandar cero (0 ng/mL). Se pipetearon 50 yL de los tubos estandar y las
muestras diluidas 1:1,000,000 en los pozos, se pipetearon 50 uL del céctel de
anticuerpos previamente preparado diluyendo los anticuerpos de captura 1x vy
detector 1x en el diluyente de anticuerpo 4B y la placa se incub6 a temperatura
ambiente durante sesenta minutos manteniendo en agitacion de 400 rpom. Después
de la incubacidn, se aspird el contenido de los pocillos, se lavaron los pozos con
350 uL buffer de lavado PT 1X, esto se repitid tres veces, para un total de cuatro
lavados, se secaron adecuadamente hasta eliminar el exceso de liquido. Después
del lavado y secado de los pozos, se pipetearon 100 yL de solucién de Sustrato
TMB en cada pocillo, se incubd la placa en oscuridad a temperatura ambiente
durante exactamente tres minutos en agitacién a 400 rpm y posteriormente se
agregaron 100 pL de solucion de paro a cada pocillo agitando durante 1 minuto.

Finalmente se determind la absorbancia a 450 nm.
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Analisis estadistico

Los datos obtenidos se expresaron como medias y error estandar debido a
que fue necesario conocer que tan dispersas se encontraban las medias de los
analisis de los grupos control, CCls y SP, a partir de estos datos, se realiz6 el analisis
individual mediante t de Student no pareada. La significancia estadistica en todos
los casos se considerd con p<0.05 respecto al tiempo y contra el grupo control. El

analisis estadistico se realiz6 con el programa GraphPad Prism 8.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Para realizar el analisis comparativo de las caracteristicas de dos modelos
de dafio hepatico se indujo cirrosis en ratas Wistar a través de tratamientos con SP
o con CCls4, ademas se agregaron grupos control para cada par de semanas. Las
ratas partieron de un peso aproximado 100-120 g. Se midi6 la ganancia del peso
corporal de las ratas cada semana durante todo el experimento. (grafica 1). Al
término del tiempo de tratamiento (dos, cuatro, seis, ocho y diez semanas para CClg;
diez, doce y catorce semanas para SP) las ratas fueron sacrificadas y se obtuvieron
los 6rganos (rifiones, pulmones, estomago, corazon e higado), estos posteriormente
fueron almacenados en congelacion a -20°C. Las ratas con muerte prematura

fueron descartadas del analisis final.
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Grafica 1. Grupo control (azul), CCl4 (amarillo), SP (naranja). Se observé poca ganancia de peso entre las
ratas tratadas con CCly y su grupo control a lo largo del experimento. Por otro lado, las ratas tratadas con
SP tuvieron una ganancia de peso similar a sus respectivos grupos control, es decir, no hubo diferencias
significativas.

Se observo que las ratas tratadas con CCls no ganaron el mismo peso que
su respectivo grupo control, mientras que en el grupo con tratamiento de SP, las
ratas se mantuvieron en pesos muy similares a los presentados por sus respectivos

controles. La disminucion en el peso de las ratas tratadas con CCl4 se ha observado
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en otros estudios, perdiendo alrededor del 20% de su peso en comparacién con
ratas del grupo control, esto puede deberse a los cambios anatdomicos que sufren
las ratas durante el tratamiento de CCls (Fortea et al., 2018). Previamente al
almacenaje de los 6rganos, se pesaron los higados y bazos extraidos de las ratas
tratadas con CCls4, SP y grupo control.

Los higados de las ratas tratadas con CCls y SP presentaron caracteristicas
diferentes a los higados de los grupos control (no se muestran imagenes). Los
higados de ratas tratadas con CCls presentaron un nivel mayor de dafio con

A)
25+
20- Leyenda. Grupo control (azul), Grupo CCls
5 ( ; sin lineas 2 semanas, lineas
=5 154 horizontales 4 semanas, lineas verticales 6
'& semanas, lineas ascendentes 8 semanas,
= lineas descendentes 10 semanas), Grupo
g 107 SP (anaranjado; lineas horizontales 10
& semanas, lineas descendentes 12 semanas,
54 lineas ascendentes 14 semanas).
Grafica 2. A. Peso higado (g). Se presenté
0- un incremento significativo en el peso y
tamafio de los higados (hepatomegalia) de
N b ™ Q Q Q las ratas tratadas con CCls a partir de las
ocho y diez semanas con respecto al grupo
B) control. Por otro lado, sélo hubo
diferencias a las doce semanas de
2.51 tratamiento entre las ratas tratadas con SP
y el grupo control. (¥*p<0.05). B. Peso Bazo
2.0 (g). Unicamente hubo incremento en el
S peso y tamafio de los bazos
o 1.54 (esplenomegalia) de las ratas tratadas con
E CCly a las seis, ocho y diez semanas con
8 respecto a los controles (*p<0.05). No se
g b observaron diferencias significativas entre
las ratas tratadas con SP y los controles.
0.5+
0.0~
00

respecto al grupo control y también al grupo SP. En ambos casos, los grupos CCl4
y SP tuvieron una coloracién palida y textura rugosa, por otro lado, los higados y

bazos del grupo CCls presentaron pesos superiores a los cuantificados en los
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grupos control y SP. Para tener un mejor margen comparativo se pesaron los

higados y bazos obtenidos de los grupos experimentales (Grafica 2).

Colagena (cuantificacion de hidroxiprolina)

Se obtuvieron fragmentos de higado (~100 mg) para llevar a cabo la
cuantificacion de colagena (mg de colagena/g de higado) a partir de la hidrdlisis
alcalina de los homogeneizados. Se cuantifico la colagena de acuerdo a la
biodisponibilidad de hidroxiprolina la cual constituye ~17.8% de la colagena en el
higado (Fowler, 1969) en espectrofotometro a 560 nm como referencia para la
medicion de la concentracion final de mg de colagena por g de higado (grafica 3).
Los datos vertidos en la grafica muestran la concentracién de colagena a diferentes
tiempos; es decir, en ambos modelos de CCls y de SP se observé un incremento de
la concentracion hepatica de colagena. El incremento mas notable e importante
ocurrié a las ocho y diez semanas en el modelo de CCls, aunque en menor
proporcion también se observd un incremento significativo de concentracion de
hidroxiprolina presente en los higados tratados con SP comparado con el grupo
control (*p<0.05 a 0.01). Estos datos sugieren que ambos modelos difieren mucho
en el mecanismo de induccion de la cirrosis hepatica, en el tratamiento con SP la
fibrosis hepatica ocurre de manera gradual y menos intensa que en el modelo de
CCla.

En otros estudios, se ha observado que durante la administracion de CCls
ocurre la necrosis centro-zonal en higado (F. Sun et al., 2001), la cual trae como
consecuencia el incremento de la concentracion de colagena. Esto se ha observado
en el modelo de cirrosis inducida por CCls (en ratas y ratones) desde el inicio de la
administraciéon (lredale et al.,, 1998) y continua incrementando a lo largo del
tratamiento (Abdel Aziz et al., 2007; Hernandez-Munoz et al., 2001; Issa et al., 2003;
H. Sun et al., 2010), lo cual significa que la hepato-toxicidad por la administracion
de CCls no se limita unicamente a la muerte de los hepatocitos, también promueve
un cambio conformacional de la arquitectura del higado debido a sintesis de la

colagena (H. Sun et al., 2010). De igual manera, Wu y Norton en 1996 realizaron un
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Grafica 3. Concentracion de colagena en higado. Se observd el aumento de la concentracidon de la

coldgena en ratas tratadas con CCl, desde las dos semanas a las diez semanas de tratamiento, y desde las

diez a las catorce semanas para SP. Hubo cambios significativos en ambos casos con respecto al grupo

control (*p<0.05).
analisis comparativo de diferentes modelos de fibrosis/cirrosis, donde mencionan
que la fibrosis del higado en ratas tratadas con SP ocurre a las seis semanas,
mientras a las diez semanas la cirrosis ya esta establecida. Lo anterior fue
constatado por otros autores (Fujiwara et al., 1988), retomando este trabajo se
observo el incremento de colagena a las diez semanas, ésta fue incrementando
posteriormente en las semanas subsecuentes del tratamiento. En ambos casos (SP
y CCls), se podria suponer la pérdida de algunas funciones del higado debido al
incremento de la concentracion de colagena. Es importante mencionar que se
realizd un analisis comparativo entre los ultimos tiempos de tratamiento con SP y
CCls, se observo que la producciéon de colagena fue mayor en las ratas tratadas con
CCls. La similitud mas notable entre ambos modelos de dafo hepatico, es la
acumulacién frecuente de colagena en la matriz extracelular (Bickel et al., 1998; Wu
& Norton, 1996), la cual puede llevar a complicaciones letales cuando el dafo es

irreversible.
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Analisis Bioquimico
Pruebas de funcion de hepatica

Transaminasas (TGO y TGP)

Después de obtener el suero de la sangre colectada en tubos vacutainer™ con

EDTA como anticoagulante, se extrajo plasma y se realizaron determinaciones

colorimétricas de las Transaminasas. La Transaminasa Glutamato-Piruvato se

encuentra principalmente en el citoplasma de los hepatocitos (TGP o ALT) y

Transaminasas Glutamato-Oxaloacetato (TGO o AST) se encuentra en mitocondria

y citoplasma de diversos tipos celulares (grafica 4).

A)
TGOIAST
250+

uiL

TGP/ALT

100

-

200 !
150+

I Control
] CcCi4
Il SP

[l Control
[ cci4
Hl sP

Grafica 4. A. Transaminasa Glutamato-
oxalacetato (Aspartato aminotransferasa),
(U/L). En las ratas tratadas con CCls hubo un
incremento de los niveles de la enzima TGO
con respecto a los grupos control en los
grupos tratados con SP no hubo cambio
significativo pues los niveles de TGO son
similares al grupo control.

B. Transaminasa glutamato-piruvato
(Alanina aminotransferasa), (U/L). En ambos
tratamientos hubo cambios significativos en
el nivel de la TGP con respecto al grupos
control. Aunque son un poco mas discretos
en ratas tratadas con SP los datos son
significativos *p<0.05 a 0.01.
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Se observaron niveles séricos altos de las actividades de TGO/AST y TGP/ALT en
las ratas tratadas con CCls; sin embargo, en los grupos tratados con SP, unicamente
se observaron niveles altos de la TGP, lo que podria sugerir la ruptura de la
membrana plasmatica de los hepatocitos. Por otro lado, previo a la cuantificaciéon
se observo una coloracion amarillenta en el plasma obtenido de las ratas tratadas
con CCl4 lo que sugiere la presencia de bilirrubina, la cual es otro indicador de dafio
hepatico (Boll et al., 2001; Tomasi et al., 1987).

Los altos niveles séricos de TGO/AST en las ratas tratadas con CCls se
observaron desde el inicio del tratamiento y continué elevado hasta las diez
semanas, y esto concuerda con lo que ha sido observado en diversas
investigaciones donde prueban la toxicidad y tratamientos contra la cirrosis inducida
por CCls (Bickel et al., 1998; Bishayi et al., 2002; Chagoya de Sanchez et al., 2012;
Hernandez-Munoz et al., 2001; Jeong et al., 2005; Oyagi et al., 2006; F. Sun et al.,
2001; H. Sun et al., 2010). En general se ha observado este incremento seguido de
elevacion de triglicéridos y disminucién de la funcion hepatica (Scholten et al., 2015).
Por otro lado, las ratas tratadas con SP no tuvieron ningun cambio significativo en
los niveles de transaminasas glutamato-oxalacetato con respecto al grupo control, |
anterior fue observado anteriormente en otro trabajo (Shiga et al., 1997). Sin
embargo, Osuna-Martinez y colaboradores en 2012 observaron diferencias
significativas entre los niveles de TGO/AST de ratas tratadas con SP y sus
respectivos grupos control. El incremento de TGP/ALT en diversos modelos de
cirrosis ha sido reportado frecuentemente, particularmente en el modelo de CCls, y
esta tendencia es recurrente (Badger et al., 1996; Bickel et al., 1998; Hernandez-
Munoz et al., 2001; Muriel et al., 2005; H. Sun et al., 2010; Wu & Norton, 1996;
Zhang et al., 2016), tal como fue observado en este trabajo; sin embargo, también
en modelos de cirrosis inducida por SP se ha observado incremento pero sin
diferencias significativas (Liu et al., 2009; Osuna-Martinez et al., 2011; Sakaida et
al., 1998; Shiga et al., 1997). En este trabajo se observaron diferencias significativas
de TGP con respecto al control y el modelo CCl4, pero de pequefia magnitud y sin

gran variabilidad en el tiempo.
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Albumina

Se cuantificé la presencia de albumina en suero, sin embargo, no se observaron
cambios significativos de las ratas tratadas con CCls con respecto a su grupo
control. Por otro lado, en los sueros de las ratas tratadas con SP unicamente se
observo un aumento significativo a las catorce semanas de tratamiento con respecto
al grupo control y a los grupos tratados con CCls (grafica 5). Estos hallazgos se
compararon con lo realizado en estudios previos donde se observé la disminucién
de la sintesis de albumina al compararlos con sus grupos control (Hernandez-Mufioz
et al., 2001; Oyagi et al., 2006; Scholten et al., 2015; Starkel & Leclercq, 2011),
muchos de esos no parecen ser significativos, lo que concuerda con este trabajo.
Finalmente, Shiga y colaboradores en 1996 observaron el incremento de la
concentracion de albumina en ratas tratadas con SP a la octava semana de
tratamiento, observandose en este estudio un incremento significativo a las catorce

semanas de tratamiento.

57 Albimina
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Grafica 5. Albdmina (g/dL). Las ratas tratadas con CCl; no mostraron incrementos en las
concentraciones de albumina al compararlos con el grupo control. Las ratas tratadas con SP mostraron
altas concentraciones de albimina en la decimocuarta semana de tratamiento (*p<0.05 a 0.01).
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Bilirubina

Se realiz6 la cuantificacion de bilirrubina total (grafica 6) y directa (no se muestra),
y se observaron distintos cambios a lo largo de los tratamientos para CCls y SP. Sin
embargo, el unico tiempo donde se encontrd una diferencia significativa ocurrio a la
décima semana del tratamiento con SP y después de esto no se observd ningun
incremento notable. Se ha usado el aumento de la concentracion de la bilirrubina
total como un indicador de dafio hepatico, sumado al cuadro de ictericia que se
presenta en los organismos de estudio (Bickel et al., 1998; Bishayi et al., 2002). Por
otro lado, el incremento de la concentracion de bilirrubina total se observo en las
primeras semanas de tratamiento con CCls, dicha variacién puede ocurrir debido a
la edad de las ratas, tiempo de tratamientos e incluso distintas concentraciones

usadas (Hernandez-Mufoz et al., 2001; Zhang et al., 2016).
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Grafica 6. Bilirrubina total (mg/dL). Las ratas tratadas con CCl; no mostraron incrementos en las
concentraciones de bilirrubina al compararlos con el grupo control. Por su parte, las ratas tratadas con
SP sélo mostraron un incremento significativo en la décima semana de tratamiento, posteriormente
disminuyé (*p<0.05 a 0.01).
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Lactato Deshidrogenasa

En las ratas tratadas con CCl4, solamente se observo un incremento en la actividad
sérica de LDH durante la segunda semana de tratamiento, posteriormente se
mantuvo en condiciones similares a los grupos control. En estudios previos, se ha
reportado el incremento de la actividad sérica de LDH, ya que al ser una enzima
citosolica es un buen indicador de dafo hepatico en el tratamiento con CCl4 en ratas
y ratones (Al-Ghamdi, 2003; Lu et al., 2011; Rusu et al., 2005; Shahjahan et al.,
2004); sin embargo, la especificidad de la isoenzima localizada en suero podria ser
un importante indicador del dafio en el higado (Ali, 2010; Lu et al., 2011). Los niveles
de la enzima LDH en ratas tratadas con SP se mantuvieron por debajo de los grupos
control (p<0.05). Al comparar los ultimos grupos de cada tratamiento se observaron
diferencias significativas entre ambos, es decir, los niveles de LDH fueron inferiores
en el grupo de ratas tratadas con SP a las catorce semanas (SP 14 sem) con
respecto a las ratas tratadas con CCls diez semanas (CCls 10 sem) (grafica 7). En
el modelo de fibrosis inducido por SP no hay reporte de cambios en la actividad de

LDH, sin embargo, es importante notar que en este trabajo se cuantifico la actividad

LDH
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Grafica 7. Lactato deshidrogenasa (umol/min/ml). En ratas tratadas con CCls, se observaron cambios significativos al
inicio del tratamiento (segunda semana) posteriormente el nivel de LDH se mantuvo similar al grupo control. Por otro
lado, en las ratas tratadas con SP los niveles de LDH se mantuvieron por debajo del grupo control (¥*p<0.05 a 0.01).

por debajo de lo presentado en el grupo control.

44



Triglicéridos en plasma

La concentracion de triglicéridos en suero incrementé a lo largo del tratamiento con
CCls, esto ha sido reportado previamente en casos hepatitis cronica y aguda, y
parece estar relacionado con la disminucion del catabolismo de los triglicéridos (Al
et al., 2010). Los cambios provocados por el CCls llevan a la esterificacion de los
acidos grasos libres y fosfolipidos, permitiendo la rapida acumulacion de estos en
el higado (esteatosis) (Boll et al., 2001; Ramasamy et al., 2014). Por otro lado, no
se observaron cambios significativos en el aumento de triglicéridos en las ratas
tratadas con SP (grafica 8).
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Grafica 8. Triglicéridos (mg/dL). Se observo el incremento en la concentracion de triglicéridos en las ratas tratadas
con CClg, ocurrié a partir de la sexta semana y contintio incrementando las semanas posteriores (*p<0.05 a 0.01). Por
otro lado, en ratas tratadas con SP no ocurrid ningun cambio, los niveles de triglicéridos se mantuvieron levemente
por debajo de los grupos control, aunque este cambio no fue significativo (¥*p<0.05 a 0.01).

Para ambos modelos, el daio en el higado ocurrid, sin embargo, el metabolismo de
lipidos ocurre de manera normal en el modelo de SP. El dafio presentado por las
ratas tratadas con CCls, tiene caracteristicas similares a las presentadas por la
esteatosis provocada por consumo excesivo de alcohol o dietas basadas en acidos

grasos de cadena larga (Lieber, 2004).
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Ciclo de urea

A través de la ureogénesis, que ocurre principalmente en el higado, se eliminan los
excedentes de amonio resultante del metabolismo de aminoacidos. Una falla en el
ciclo implica la acumulacion de amonio en las células y sintesis deficiente de urea.
En el ciclo intervienen 5 reacciones, dos son mitocondriales y tres citoplasmicas
(figura 4) (Boyle, 2005).
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FIGURA 4. DIAGRAMA QUE MUESTRA EL PROCESO DE DESINTOXICACION EN EL CICLO
DE LA UREA (Boyle, 2005)

Arginasa y arginina en suero

Las enzimas arginasas | y Il son isozimas que se encuentran en humanos y
mamiferos; la arginasa | es citosélica y por ello es liberada cuando ocurre la ruptura
de los hepatocitos, mientras que la arginasa Il es liberada de la mitocondria. Ambas
participan en la hidrélisis de la arginina a ornitina lo cual forma parte del ciclo de la
urea (Boyle, 2005).

Se cuantifico actividad de la arginasa en plasma y homogenado de higado de ratas
tratadas con CCls y SP. Se observaron primero los cambios en el plasma de ratas
tratadas con CCls, en el cual se presentd un incremento de la concentracion de

arginasa desde la segunda a la décima semana con respecto al grupo control
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(*p<0.05 a 0.01); sin embargo, el incremento maximo ocurrié a las seis y ocho
semanas. Por otro lado, los niveles de la actividad de la arginasa en plasma en ratas
tratadas con SP incrementé gradualmente desde las diez semanas y continud
aumentando a las catorce semanas. Al comparar los ultimos dos grupos de cada
tratamiento se observaron cambios significativos entra CCls 10 sem vs SP 14 sem

(grafica 9).
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Grafica 9. Arginasa (en plasma, pmol/L/ml). En ratas tratadas con CCly, se cuantificé la actividad de la enzima
arginasa (en plasma), a lo largo de las semanas de tratamiento ocurrieron incrementos en las
concentraciones, dichos cambios fueron comparados con el grupo control (*p<0.05 a 0.01). En el tratamiento
con SP también incremento, sin embargo, ocurrié de manera gradual, estos cambios se compararon con el
grupo control (¥*p<0.05 a 0.01).

Se realizaron cuantificaciones de la actividad de la arginasa en homogenado de
higado de rata en ambos tratamientos (CCls y SP). Los niveles de actividad de la
arginasa tuvieron un incremento maximo a las cuatro y seis semanas,
posteriormente actividad de la arginasa se mantuvo constante y cercana a la
concentracion del grupo control. En las ratas tratadas con SP no se observaron
cambios significativos y la actividad de la arginasa se mantuvo levemente por debajo

del grupo control (grafica 10).
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Grafica 10. Arginasa (en homogenado, umol/L/min/g). En ratas tratadas con CCls, las concentraciones de
arginasa fueron medidas en homogenado de higado de rata a lo largo de diez semanas de tratamiento, se
presentaron cambios significativos en la cuarta y sexta semana (*p<0.05 a 0.01), sin embargo, disminuyeron a
partir de la octava y décima semana. En ratas tratadas con SP, no se observaron cambios significativos (*p<0.05
a0.01).

El higado contiene una gran cantidad de arginasa |, por lo tanto, cualquier
enfermedad o dafio en el higado (incluso un trasplante) puede resultar en el
aumento de esta enzima (Morris, 2012), Por otro lado, la arginina cumple diversas
funciones en las células, como sustrato de la biosintesis de proteinas (Weber et al.,
2003). En ratas tratadas con SP, se cuantificaron altas actividades de arginasa en
plasma, pero no ocurrié lo mismo en homogenado de higado, lo cual podria sugerir
que se trata de la isoenzima arginasa-1, misma que puede ser secretada por un
fenotipo de macrofagos M2, las cuales expresan arginasa-1 e iINOS. Estos dos
ultimos se han estudiado en el contexto de respuestas Th1; sin embargo, arginasa-
1 puede polarizar hacia respuesta Th2 mediante un mecanismo aun desconocido
(Pesce et al., 2009).
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Por otra parte, los niveles plasmaticos de arginina incrementaron a lo largo de la
temporalidad de los tratamientos con CCl4, y se observaron cambios significativos
con respecto al grupo control (*p<0.05). No hubo cambios significativos aparentes
en ratas tratadas con SP al compararse con el grupo control (*p<0.05 a. 0.01)
(grafica 11). Lo observado en las graficas anteriores, podria indicar que los
hepatocitos de las ratas tratadas con CCls liberan arginasa al plasma y la arginasa
localizada en higado comienza a disminuir, es decir, ocurre desequilibrio entre la
enzima arginasa que cataliza la reaccion de arginina a ornitina y urea. Es importante
mencionar que el aumento de la arginasa y la arginina pueden ser considerados
marcadores en el diagnéstico del dafio hepatico, por lo menos en el modelo de CCl4
(Kayali et al., 2009). Por su parte, siguiendo con la hipotesis de la presencia de
macrofagos activados por la via alternativa (M2 que expresan arginasa-1), estos
serian los encargados de catalizar la hidrolisis arginina en urea y ornitina (Pesce et
al., 2009), por esta razéon en los grupos tratados con SP se observan
concentraciones de arginina relativamente normales con respecto a la arginasa

encontrada en este estudio, sin embargo, para corroborar lo anterior es
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Grafica 11. Arginina (umol/dL). En ratas tratadas con CCl, las concentraciones de arginina se cuantificaron en
suero derata alo largo de diez semanas de tratamiento, se presentaron cambios significativos a partir de la cuarta
semana, el incremento fue gradual hasta la décima semana de tratmiento. (¥*p<0.05 a 0.01). En ratas tratadas
con SP, no se observaron cambios significativos (*p<0.05 a 0.01).
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recomendable realizar los marcajes a poblaciones del fenotipo M2 (CD163, Arg1,
Mcr2) de células de Kupffer (Wan et al., 2014).

Ornitina, Ornitina transcarbamilasa y Citrulina

Ornitina

La ornitina, es un producto de la catalisis de la arginasa sobre la L-arginina que tiene
como resultado la formacién de urea y ornitina (L-ornitina), y ésta se transporta a la
mitocondria, donde comunmente se considera como el inicio del ciclo de la urea. La
ornitina es un intermediario clave en el metabolismo nitrogenado y desempefia una
funcion similar a la del oxalacetato en el ciclo de Krebs, aceptando material en cada
vuelta (Forni et al., 1983). Aqui, observamos cambios en la concentracion de ornitina
en plasma de ratas tratadas con CCl4 desde el inicio del tratamiento y fue constante
este incremento en las semanas posteriores, sin embargo, en los grupos tratados
con SP se observd una elevacion unicamente durante la décima semana de

tratamiento (grafica 12).
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Grafica 12. Ornitina (nmol/mL). Hubo un incremento del aminoacido dibésico ornitina en los grupos tratados
con CCl4 con respecto a el grupo control, el aumento ocurrié desde la segunda semana y fue constante a lo
largo de las diez semanas de tratamiento. Por otro lado, en el tratamiento con SP hubo un incremento en la
décima semanay este disminuyd a concentraciones similares a las presentadas por los grupos control (*p<0.05
a0.01).

Los niveles altos de ornitina en las ratas tratadas con CCls indican un desbalance

en el ciclo de la urea, lo cual se suma a lo observado anteriormente en las graficas

50



de arginasa. Es decir, las altas concentraciones de arginina y ornitina funcionan
como biomarcadores de la desregulacion del metabolismo de la arginina, como
factor de riesgo y de mortalidad (Morris, 2012). Cabe destacar que la produccion de
ornitina esta relacionada con la proliferacidén celular a través de la generacion de
poliaminas y por otro lado promueve la reparacion celular (mediante prolinas) a

través de la sintesis de colagena (Yang & Ming, 2014).

Ornitina transcarbamilasa

La ornitina trascarbamilasa (OTC) es una enzima mitocondrial encargada de
catalizar reaccion entre la ornitina y carbamoil fosfato a citrulina y Pi. Se
cuantificaron los niveles de la actividad de la enzima OTC en plasma y homogenado
de higado de ratas. En el plasma se encontraron actividades de OTC similares al
grupo control; sin embargo, durante la octava y décima semana de tratamiento con
CCl4 se observé una disminucion significativa con respecto al control (*p<0.05), en
cambio, en las ratas tratadas con SP no se observaron cambios significativos con

respecto al grupo control (*p<0.05) (grafica 13).

oTC

20 -

154 T I
o R =
© 10+ ]
g
e

51 —:— \

U - T T T

Y
O N Y
d o o o o N
X oy < X &

Gréfica 13. OTC en plasma (nmol/L). En los grupos tratados con CCl, existe un descenso de la actividad de la enzima OTC
con respecto al grupo control, esto se presenté en la octava semana de tratamiento y continud en la décima semana. Por
su parte, en los grupos administrados con SP, el incremento de la enzima ocurrié en la decimocuarta semana, no hubo
diferencias significativas. (¥*p<0.05)
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Por otro lado, también se cuantificé la actividad enzimatica de la OTC en
homogenado de higado de ratas; en ratas tratadas con CCls y SP donde no se
observé ningun cambio. De hecho, unicamente se encontré una disminucion atipica

en la octava semana de tratamiento con CCl4 (grafica 14).
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Grafica 14. OTC en homogenado de higado de rata (nmol/L/g). En los grupos tratados con CCl4, no hubo
incremento de la concentracion de la enzima, se encontraron ocurridos en la octava semana de
tratamiento, sin embargo, en la décima semana este cambio no se hizo presente. En los grupos con
tratamiento con SP no se observd ninglin cambio a lo largo del tiempo. (*p<0.05)

En las ultimas semanas se tratamiento con CCls se observé en plasma la
disminucién de la enzima. La deficiencia enzimatica de OTC, puede ser relacionada
con problemas de atrofia cerebral y encefalopatias debido al incremento de amonio
(Takanashi et al., 2002; Weber et al., 2003). Por otro lado, se ha observado que
enfermedad hepatica cronica e higado cirrético provocada a traves del virus de
hepatitis, el incremento de los niveles de OTC es un indicador de dafio hepatico
severo (Murayama et al., 2007), sin embargo, en este trabajo en el modelo de SP,
la OTC tuvo un incremento discreto en la décimo cuarta semana de tratamiento el

cual no fue significativo.

Citrulina

Se ha reportado a la citrulina como un marcador de funcién intestinal, ademas de
ser el intermediario de la conversion de glutamina a citrulina, la cual es transportada
a los rifones para ayudar en la sintesis de novo de la arginina (Forni et al., 1983;

Rabier & Kamoun, 1995). Esto podria ser la razén por la cual la citrulina se ha sido
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identificado como un marcador potencial de la funcién renal (Bahri et al., 2013). En
un estudio se demostré que el higado humano es capaz de absorber una cantidad
sustancial de citrulina obtenida intestinalmente (Tomasi et al., 1987; Varela-
Moreiras et al., 1995).

La concentracion de citrulina en plasma permanecié de manera uniforme durante
las primeras seis semanas de tratamiento con CCl4, pese a esto, la concentracién
de citrulina disminuy6 en la octava y décima semana de tratamiento. Por otro lado,
en las ratas tratadas con SP no se observaron cambios significativos con respecto

al grupo control (grafica 15).
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Grafica 15. Citrulina (nM/mL). Los grupos tratados con CCl, en la concentracion del aminoacido, con
respecto del grupo control, este cambio comenzo en la sexta semana y contintio durante las semanas
posteriores al comparar con el grupo control. Las ratas tratadas con SP, mantuvieron su concentracion de
citrulina cercana a los del grupo control. (p<0.05)

Nitritos

El nitrito puede ser un marcador de enfermedad hepatica cuando ocurre un
incremento considerable en orina y suero, ademas que se ha relacionado con
enfermedades autoinmunes, renales y del sistema sanguineo (Ellis et al., 1998). En

este trabajo se observaron altas concentraciones de nitritos en ratas tratadas con
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CCls y este incremento fue constante desde la cuarta y hasta la décima semana de
tratamiento. En ratas tratadas con SP, se encontraron altas concentraciones de
nitritos y un incremento de nitritos durante toda la temporalidad del tratamiento. Se
compararon los ultimos grupos de cada tratamiento y no se observaron diferencias
significativas (grafica 16).
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Gréfica 16. Nitritos (nmol/mL). A partir de la cuarta semanas de tratamiento con CCls hubo cambios significativos en la

concentracién de nitratos y se prolongé hasta la décima semana de tratamiento. Las ratas tratadas con SP mantuvieron

una alta concentracion de nitritos desde la décima y continto hasta la decimocuarta semana de tratamiento. (*p<0.05 a
0.01)

Se ha observado un incremento de la concentracion de nitritos, en ratas con cirrosis
inducida con CCls (Ali, 2010), y este dato coincide con lo observado en este trabajo
referente a las ratas tratadas con CCls y SP. Por otra parte, se sabe que los nitritos
son inestables, ademas de que pueden oxidarse y reducirse facilmente. Existen
varios mecanismos para formar éxido nitrico (*NO) a partir de nitritos y de manera
contraria, tales como las vias NO sintasa, xantina oxidorreductasa y nitrito reductasa
(Lundberg et al., 2008). En mamiferos se han observado altos niveles de nitritos y
nitratos, asociados a problemas enfermedades hepaticas y principalmente a cirrosis
(Ergln et al., 2011; Smuckler & Benditt, 1965; Tsuji et al., 1990). En enfermedades
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inflamatorias sistémicas, la concentracion de nitritos y nitratos aumenta debido a la
induccion masiva de iINOS (Lundberg et al., 2008).

Urea
La sintesis de urea es una funcion vital del higado, y su regulacion a la baja
compromete la homeostasis metabdlica reduciendo la capacidad de desintoxicacion

de amoniaco (Nielsen et al., 2007).

En este trabajo se observd que las concentraciones séricas de urea en ratas
tratadas con CCls fueron variables con pocos cambios aparentes durante las
primeras seis semanas de tratamiento. Sin embargo, la concentracion de urea
disminuyo por debajo de los grupos control (*p<0.05) en la octava y décima semana.
Mientras tanto, en las ratas tratadas con SP se observé un incremento de la
concentracion de urea en la décima semana de tratamiento, la cual disminuyo por

debajo del grupo control a la decimocuarta semana de administracion (grafica 17).

Urea

Grafica 17. Urea (nmol/L). En la octava y décima semana de tratamiento con CCl, ocurrié una disminucion de la concentracion

de urea. En los grupos tratados con SP aumentd la concentracion de urea en la décima semana para posteriormente ir
disminuyendo y mantenerse por debajo del grupo control en semana catorce. (¥*p<0.05 a 0.01)

Ali y colaboradores en 2010, observaron un incremento de la concentracion de urea

durante el tratamiento con CCls4, y dicho aumento se asocié al dafio renal. Sin
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embargo, en un trabajo anterior se encontré que en un modelo de cirrosis inducido
por CCls (Uli€na et al., 2003), la disminucion en la sintesis de urea, y estos resultados
se asemejan mas a lo observado en la presente investigacion. Para corroborar lo
anterior, seria recomendable seguir cada uno de los pasos del ciclo de la urea y las

vias relacionadas al metabolismo de nitrogeno.

Amoniaco

La concentracion sérica de amoniaco permanecio elevada desde la segunda
semana y hasta la octava semana de administracion de CCls4, e interesantemente a
la décima semana de tratamiento los niveles de amonio fueron similares a la
presentada por el grupo control (*p<0.05). Por otro lado, las ratas tratadas con SP
tuvieron concentraciones altas de amoniaco con respecto al grupo control durante
la décima y decimosegunda semana de tratamiento; sin embargo, el amoniaco

disminuy¢ a la catorceava semana (grafica 18).
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Grafica 18. Amoniaco (nmol/L). Los grupos tratados con CCls, Se observé incremento de la concentracion de amoniaco a
partir de la segunda semana y continlio hasta la octava semana de tratamiento. En las ratas tratadas con SP a partir de
la décima y doceava semana ocurrié incremento de la concentracién de amoniaco para posteriormente disminuir en la
semana catorce. (*p<0.05)
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Al inicio del presente estudio, se observaron altas concentraciones de amoniaco,
sin embargo, se ha descrito que el incremento de amoniaco en el estudio de la
encefalopatia hepatica en el modelo de cirrosis inducida por CCls no suele ser un
buen parametro pues en estados crénicos de la enfermedad, no hay una
disminucién severa de las actividades enzimaticas del ciclo de la urea (Diaz-Gomez
et al.,, 2011). En general, la hiperamonemia es la principal causa de disfuncién
hepatica (cirrosis, hepatitis, intoxicacion alcohdlica y encefalopatia hepatica)
(Kosenko & Kaminsky, 2010; Takanashi et al., 2002).

Anticuerpos y citocinas

Inmunoglobulina E

Las ratas tratadas con CCls no mostraron cambios significativos en los titulos de
IgE, sin embargo, en la décima semana un aumento de ésta fue notorio, aunque no
significativo. En cambio, en las ratas tratadas con SP se observé un incremento de

los titulos de IgE desde la décima semana y continu6 aumentando en la
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decimocuarta semana de administracion de SP. Esto podria sugerir que el SP

genera una reaccién de hipersensibilidad en las ratas (grafica 19).
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Grafica 19. IgE (ng/mL). En las ratas tratadas con CCls, aumentaron los titulos de IgE a partir de la cuarta semana

mantuvo hasta la décima semana, sin embargo, este cambio no fue significativo. Por otro lado, en las ratas tratadas con
SP ocurrié incremento en la concentracion de IgE en la decimosegunda y decimocuarta semana. (¥*p<0.05 a 01)

Baba y colaboradores en el 2005, encontraron titulos elevados de IgE en ratas
tratadas con SP al igual que en el presente trabajo. El incremento de los titulos de
IgE podria indicar la presencia y activacion de basofilos y mastocitos (importantes
en procesos inflamatorios), ya que estos presentan receptores FceRI que guardan
una alta afinidad con IgE, ademas, en otros trabajos previos se encontraron altas
concentraciones de IgE y IgG en ratones BALB/c tratados con SP (Honjo & Doi,
2000). Si se considera la relacion cercana entre IgE y FceRI, se puede especular
acerca de la via que puede seguir el modelo de SP para el desarrollo de la
fibrosis/cirrosis. La liberacion de IgE esta mediada por células Th2 en respuesta al
estimulo de citocinas IL-4 y IL-10 (P. Sun et al., 2008), y la IgE se une a la region

y” del receptor de FceRI (FceRly) presente en eosindfilos, baséfilos y mastocitos,
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los cuales son conocidos por ser protagonistas en reacciones de hipersensibilidad
tipo | (alergia), por lo que los mastocitos pueden ser mediadores de la respuesta
autoinmune (Benoist & Mathis, 2002).

Inmunoglobulina G

Durante el primer mes de tratamiento los titulos de IgG en ratas tratadas con CCl4
se mantuvieron elevados, disminuyendo en la sexta semana y repuntando
nuevamente en la octava y décima semana, siendo esto ultimo estadisticamente
significativo (*p<0.05), esto se ha observado en enfermedad hepatica alcohdlica
(Vhtala et al., 1997), recordemos que el modelo de CCls conserva cierta semejanza

con la cirrosis producida por el consumo de alcohol.

Por otro lado, en ratas tratadas con SP los titulos de IgG se mantuvieron por debajo
de los grupos control (grafica 20). En otros trabajos, el incremento especifico de los
titulos de IgG1 y IgG2a se observo en ratas tratadas con SP (Baba et al., 2005). En
otros estudios relacionados con la hepatitis B, se ha observado que la IgG es
detectable después la aparicion de la hepatitis aguda o durante la infeccion crénica
(Liaw & Chu, 2009; Trépo et al., 2014). La elevacion selectiva de los niveles de IgG
con niveles normales de IgM e IgA es un indicador de hepatitis autoinmune (HAI)
(Hennes et al., 2008).
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Gréfica 20. IgG (ng/mL). En las ratas tratadas con CCl4, los titulos de IgG fueron elevados con respecto a los

grupos control, con excepcién de la sexta semana donde se mantuvo al mismo nivel que el grupo control.
Los grupos tratados con SP mantuvieron concentraciones de 1gG por debajo del grupo control. (¥*p<0.05)

Inmunoglobulina M

En ratas tratadas con CCls y SP se cuantificaron los titulos de IgM, y en el primer
grupo se observaron incrementos importantes a partir de la octava y decima semana
de administracion de CCls. Si bien, este incremento fue estadisticamente
significativo en CCls con respecto al grupo control. (*p<0.05); en ratas tratadas con
SP los cambios fueron apenas perceptibles y no fueron estadisticamente

significativos con respecto al grupo control (grafica 21).

En infecciones por virus de hepatitis B (VHB), el incremento de IgM esta relacionado
con la infeccion aguda en higado, sin embargo, parece disminuir cuando los niveles
de ALT llegan a sus puntos maximos (Liaw & Chu, 2009; Xu et al., 2006). Por otro
lado, en interpretaciones clinicas la IgM puede encontrarse elevadas durante una
exacerbacion de infeccion cronica por VHB (Trépo et al., 2014). Es importante
destacar que no se observo el incremento de los titulos de IgM al inicio del

tratamiento con SP en este trabajo y comenzé el incremento alrededor de la semana
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catorce, a pesar de ello, no fue significativo como el presentado en un estudio previo
donde a partir de la octava semana aumentaron los titulos de esta inmunoglobulina
(Baba et al., 2005).
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Grafica 21. IgM (ng/mL). Se observaron incrementos en los titulos de IgM en las ratas tratadas con CCly en la
octava y décima semana de tratamiento. Por otro lado, en las ratas tratadas con SP no se observaron cambios
en las concentraciones de IgM. (*p<0.05)

Citocinas

Interleucina 1B (IL-1B)

Se cuantificaron los titulos de citocinas observandose que la IL-1B en ratas tratadas
con CCls tuvo un incremento interesante durante la cuarta semana y alcanzando su
punto maximo a la sexta semana para posteriormente decaer a la octava y décima
semana de tratamiento. Por otro lado, en ratas tratadas con SP el cambio ocurrié

gradualmente y continud en la decimocuarta semana, donde también se observo el

61



mayor incremento, y este cambio fue estadisticamente significativo con respecto al

grupo control (*p<0.05) (grafica 22).
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Grafica 22. IL-1B (pg/mL). Los grupos tratados con CCl, tuvieron cambios de los titulos de la citocina IL-1B, los cuales
tuvieron un incremento en la cuarta semana y disminucion en la octava y décima semana con respecto al grupo control.
Los grupos tratados con SP tuvieron incremento en la semana catorce. (*p<0.05)

El incremento de la IL-1B en las ratas tratadas con SP sugiere la importancia de
ésta como una promotora importante de la sintesis de colagena, donde un probable
mecanismo sea mediante el efecto estimulante que esta tiene sobre los
miofibroblastos junto con TNFa (Okuno et al., 2002; Tiggelman et al., 1995). Esta
misma combinacion de citocinas parece estar relacionada con la expresion de IL-6.
Por otro lado, se ha mencionado que en la hepatitis autoinmune se caracteriza por
la presencia de titulos elevados de citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-6 y TNFa), las
cuales llevan a los hepatocitos a la apoptosis (Verweij et al., 2001). La IL-1 proviene
de células de Kupffer activadas, y su liberacion provoca la secrecion de otras
citocinas mediadoras, que tendran como resultado la inflamacion croénica, fibrosis y

finalmente la cirrosis (Perez-Cabeza de Vaca, 2012).
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Interleucina 2 (IL-2)

Se cuantifico la IL-2, observandose un incremento durante el primer mes de
tratamiento con CCls, sin embargo, ésta fue decayendo en la sexta semana para
posteriormente volver a incrementar en la octava y décima semana donde alcanzo
su concentracidn maxima con respecto al control (*p<0.05). Por otra parte, en ratas
tratadas con SP el incremento de las concentraciones de |IL-2 estuvo por encima del

grupo control durante la decimosegunda y decimocuarta semana (*p<0.05) (grafica
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Grafica 23. IL-2 (pg/mL). Los grupos tratados con CCl, tuvieron un incremento considerable en la octava y
décima semana con respecto. Los grupos tratados con SP tuvieron incremento en las concentraciones de IL-2
en la semana doce y catorce de tratamiento. (*p<0.05)

23).

En este trabajo se observaron incrementos importantes en los titulos de IL-2 en
ambos modelos, lo cual comunmente esta relacionado con el proceso inflamatorio.
Sin embargo, la mayor deficiencia de IL-2 en ratones y humanos esta asociada con
el desarrollo de autoinmunidad e inmunodeficiencias (Lan et al., 2008). Por otro
lado, dependiendo del estimulo provocado por IL-2, este favorecera la respuesta
Treg: Th1(macréfagos) y Th2 (eosindfilos, basdfilos y células cebadas) (Murphy &
Weaver, 2017).
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Interleucina 10 (IL-10)

Durante el tratamiento de ratas con CCls se cuantificaron los titulos de IL-10,
observandose cambios notables en la octava y décima semana. Por su parte, en las
ratas a las que se les administré el SP, arrojaron datos interesantes a las décima y
decimosegunda semanas de tratamiento observandose decaimientos en las
concentraciones de |IL-10 por debajo de las concentraciones del grupo control. Esto
cambio en la decimocuarta semana donde el incremento fue significativo (*p<0.05
a 0.01) (grafica 24).
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Grafica 24. IL-10 (pg/mL). Los grupos tratados con CCls tuvieron incremento en los titulos de Il-10 en la octava y décima
semana con respecto del grupo control. Los grupos tratados con SP mantuvieron concentraciones de IL-10 por debajo
del grupo control. Sin embargo, en la decimocuarta semana de tratamiento incremento la concentracion de IL-10.
(*p<0.05)

Por un lado, parte de este incremento en los titulos de IL-10 junto con la arginasa
(arginasa-1) son criticos para la resolucién a una respuesta fibrotica (Duffield et al.,
2013). Sin embargo, se ha reportado que como consecuencia de la induccién de
cirrosis con CCls, se favorece la produccion de IL-10 por diferentes tipos celulares,
que a su vez, esta se encamina hacia una respuesta Th2, la cual esta asociada a la

presencia de macrofagos (M2c) los cuales tienen comportamiento profibrogénico,
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aunque son considerados antiinflamatorios (Perez-Cabeza de Vaca, 2012). Por su
parte, Osuna-Martinez en el 2012 observo el incremento de IL-10 en un modelo de
fibrosis inducida por SP, lo cual también podria sugerir que se favorece una

respuesta Th2.

Es importante mencionar que la produccion de la IL-10 no esta limitada a un tipo
celular, ya que se ha observado que células de Kupffer (H. J. Li et al., 2015) las
células sinusoidales endoteliales también la producen (Albillos et al., 2014), asi
como CEH (Winau et al., 2008). Por otro lado, al parecer la IL-10 parece

contrarrestar la accion de TNFa (Weber et al., 2003).

Factor de Necrosis Tumoral (TNFa)

En ratas tratadas con CCls, no se observaron cambios significativos a pesar de que
en algunas semanas de la temporalidad la concentracién de TNFa estuvo por
encima de la concentracion del grupo control. En las ratas tratadas con SP se
observaron altas concentraciones en la décima semana; sin embargo, estas altas
concentraciones fueron decayendo a incluso casi desaparecer o estar por debajo

del grupo control (grafica 25).

Finalmente podemos considerar que en los modelos de SP y CCls se presenta
incremento de citocinas muy similares entre ambos modelos. Sin embargo, las
principales diferencias localizadas se ubican en el modelo de SP y la produccion de
TNFa, el incremento de esta citocina se ve disminuido al incrementar los titulos de
IL-10 (H. J. Li et al., 2015). EI TNFa puede tener efectos de protectores o dafinos
durante la hepatotoxicidad inducida por CCls (Weber et al., 2003).

Las citocinas proinflamatorias como TNFa, pueden contribuir a la apoptosis y la
activacion de CEH (E. Seki & Schwabe, 2015), pero es importante mencionar que
su presencia junto con IL-1B no significa el favorecimiento hacia la respuesta Th1.
De hecho, TNFa ha sido observado en fibrosis causada por infeccién virica, inducida

por alcohol y cirrosis biliar primaria (Bataller & Brenner, 2005).
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Grafica 26. TNFa (pg/mL). Los grupos tratados con CCls no tuvieron cambios significativos en las
concentraciones de TNFa con respecto del grupo control. Los grupos de ratas tratadas con SP tuvieron
incremento en las concentraciones de TNFa en la décima semana de tratamiento. (*p<0.05)
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Histologia

Se observaron las fibras de colagena, citoplasma y nucleo se mediante la tincidn
tricromica de Masson (TCM). También los cortes histolégicos de higado se tifieron
con Hematoxilina-Eosina (HE) con el proposito de localizar DNA/RNA (acidos-
hematoxilina) y estructuras basicas (Eosina), de forma complementaria esta tincion

se uso para observar células inflamatorias (no se muestran).

En los tejidos de ratas de los grupos control de los diferentes tiempos no se
observaron dafios, ni la presencia de fibras de colagena (figura 5). En los higados
de ratas de los grupos tratados con CCls y SP; particularmente en el modelo de CCl4
fue posible observar los hepatocitos de manera irregular, rodeados de fibras de
colagena a partir de la segunda semana de tratamiento, en la octava y décima
semana los septos formados por las fibras de colagena fueron mas grandes, en este
punto las fibras de colagena conectaban la vena central y vena porta; vena central
y vena central, vena porta y vena porta (regién periférica), a partir de la décima
semana se puede considerar cirrosis, debido al formacién de pequefnas vesiculas
de grasa, las cuales son indicadoras de esteatosis; la congestién moderada de las
sinusoides, grandes cantidades de fibras de colagena y los cambios bioquimicos e
inmunoldgicos presentes. EI modelo de CCls se caracteriza por la aparicion de
depdsitos de colagena alrededor de la triada portal, asi como nodulos de
hepatocitos rodeados de bandas de colagena de tamafo variable (Muriel et al.,
2005), formacién de septos y pseudo-lébulos en las etapas mas avanzadas de

tratamiento (Wang et al., 2012).

Por su parte, los grupos correspondientes a los tratamientos con SP, también
presentaron fibras finas de colagena que delimitan I6bulo hepatico; es decir, se
observaron fibras de colagena de vena porta-vena porta. Esto se ha observado en
otros trabajos (Osuna-Martinez et al., 2011), ademas que no hubo la presencia de
necrosis y la vena central se encuentra rodeada de fibras de colagena (Liu et al.,
2009; Sakaida et al., 1998). En la decimocuarta semana de tratamiento se

observaron la formacion de pseudo-lébulos.
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Figura 5. Cortes histologicos de higado 40x (TCM). Los cortes histoldgicos de higado corresponden a los grupos Control
(A), CCly 2sem (B), CCls 4sem (C), CCl4 6sem (D), CCls 8sem (E) y CCl4 10 sem (F) y SP 10sem (G), SP 12sem (H) y SP 14
sem (). El tejido conjuntivo fue tefiido de color rojo (estructuras oxidadas y citoplasma), las fibras de colagena se
tifieron de color azul y en color marrén/lila el nicleo.

A manera de sintesis, la siguiente tabla muestra los cambios observados en los
tratamientos de CCls y SP. En dichos resultados destacan unicamente los cambios

estadisticamente significativos (Tabla 2).

Los cambios encontrados en este trabajo en los organismos tratados con CCl4
sugieren que el principal mecanismo por el cual se produce el dafio en el higado es
a través de la formacion de radicales libres, pues estos, pueden reaccionar con
proteinas y fosfolipidos de membrana generando la muerte celular y liberando

componentes metabdlicos como las relacionadas con el ciclo de la urea.

La presencia de septos entre la zonas portal y ventral en el higado en conjunto con
la cuantificacion de la hidroxiprolina muestran que el dafio hepatico es severo

alrededor de las ocho y diez semanas de tratamiento con CCl4 (Wang et al., 2012).
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Por otro lado, se debe dilucidar el mecanismo por el cual las moléculas
proinflamatorias influyen en la progresion de la cirrosis ya que no esta

completamente descrito (Marques et al., 2012).

En el modelo de SP, el mecanismo principal parece estar relacionado con procesos
inflamatorios, pues algunos autores sugieren la formacion de complejos
inmunologicos después del tratamiento con sueros xenogénicos (Hasegawa-Baba
& Doi, 2011; Paronetto & Popper, 1966), estos complejos podrian provocar la
secrecion de moléculas proinflamatorias a partir del primer contacto con las células
de Kupffer que a su vez generan la activacion de las células estrelladas hepaticas

implicadas en la progresion de la fibrosis.

Es importante destacar que la formacion de septos es a partir de las venas centrales
a diferencia de lo observado en el modelo de CCl4, de igual manera, fue escasa la
presencia ceélulas necréticas en el modelo de SP (no se muestra), lo anterior
refuerza que el estimulo para la formacion de las fibras de colagena se debe a una
respuesta inmunitaria. La presencia de IL10 en ambos tratamientos puede deberse
a la capacidad para modular la progresion de la fibrosis (Zhou et al., 2014), sin
embargo, el mecanismo para promover la secrecion de ésta citocina debe tener

diferentes vias de activacion aun no descritas.

Finalmente, el incremento de los titulos de IgG y IgM estan relacionados con la
progresion de la cirrosis en el modelo de SP (Baba et al., 2005). Por lo tanto, se
puede sugerir que el incremento de los titulos de IgG puede usarse como marcador

de cirrosis (Laschtowitz et al., 2021).
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Tabla 2. Andlisis Bioquimico e Inmunoldgico

CcCla SP

sem 2 sem4 sem 6 sem 8 sem 10 sem 10 sem 12 sem 14
Peso higado 1653 +1.09 19.9*1.26 12.33 £ 0.69
Peso bazo 1.87+0.18 2.17%0.14 2.25%*0.14
Hidroxiprolina 534%+0.27 545*0.55 4.99+0.63 6.59%0.73 9.17+0.80 147+0.18 1.67+0.20 2.36*0.23
TGO 6043+2.72 5195%2.33 56.25+5.43 18.21+2.11.1¢ 190.3 £9.72
TGP 99.21+4.46 51.06%+2.86 50.59+2.59 5298+2.86 46.36*3.86 2405+1.7 27.38+2.19 21.57+2.20
Albumina 4.20+0.16
Bilirrubina 8.02 + 0.94
LDH 1.69+0.20 0.61+0.15 043+0.13 0.47*0.16
Triglicéridos 69.22+6.42 84.38+6.30 94.20%6.79
Arginasa (en plasma) 59.38+3.62 2953%3.56 6347+6.18 54.10+3.38 26.51*3.54 28.14+4.72 38.02+5.95 60.18 +4.04
Arginasa (en homgenado) 1.37+0.12 0.70+£0.09
Arginina 1216+0.56 12.05+0.48 14.73+0.45 17.05*1.08
Ornitina 1793+0.65 19.33+0.80 17.03+0.79 179%0.56 1.87+0.18 16.20 + 0.69
OTC (en plasma) 4.00+237 5.83%2.63
OTC (en homgenado) 13.6+0.84
Citrulina 515.8 £19.13 453.0 £ 33.65
Nitritos 15.02+1.57 17.05+1.65 16.88+*1.67 16.63+1.89 16.47+1.73 17.76 £1.17 22.85*1.62
Urea 2.34+0.23 2.18%0.33 3.62+0.30 1.91+0.29
Amoniaco 187+0.18 1.87+0.18 1.87%0.18 1.87+0.18 1.87+0.18 1.87+0.18
IgE 782152 13.39%1.12
IgM 122.6 £13.25 153.6 £ 16.71
1gG 465+0.53 2.36+0.21 2.31+0.20 1.50+0.12 1.53*0.11 1.36%0.20
IL-18 798.4 +177.7 1131+ 234.3 298.1 +4458 381.6 +69.36
IL-2 2646+2.12 117.8+3.06 19.78 £4.10 106.1+7.15
IL-10 174.0+5.64 201.7 £8.06 10.89 £3.51 36.85+7.12 207.1%+14.91
TNF-a 3.13+0.39

Tabla 2. Resultados expresados en media % error estandar. Cinco ratas por grupo CCls cada dos semanas

y cuatro individuos cada dos semanas para el grupo control. Nueve ratas cada dos semanas por grupo SP y
cuatro animales cada dos semanas para el grupo control. Unicamente se muestran los datos estadisticamente

significativos.
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CONCLUSIONES
Los organismos tratados con CCls tienen una pérdida de la homeostasis hepatica
desde comienzo del tratamiento a diferencia del modelo de SP donde ocurren

algunos cambios a nivel bioquimico y posteriormente se regulan nuevamente.

El dafo generado por el CCls, produce un incremento en las concentraciones de la
colagena generando cambios morfo-fisiologicos en la estructura del higado,
presencia de vacuolas lipidicas y células necréticas. En el modelo de SP a nivel
morfologico se observaron conexiones entre las venas porta-porta lo cual podria ser

crucial en la comprension de este modelo.

A nivel inmunolégico, las mediciones indican que el mecanismo por el cual el
tratamiento con SP provoca el dano hepatico puede estar mediado por células del
sistema inmune (células de Kupffer), citocinas e inmunoglobulinas las cuales actuan
de manera sinérgica con ceélulas hepaticas provocando cambios fisioldgicos. Por su
parte, en el tratamiento con CCls los cambios pueden estar relacionados con
cambios bioquimicos producidos por la formacién de radicales libres y no con una

respuesta inmunoldgica.
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ANEXO 1

Insituto de
Fisiologia
CICUAL IFC Celular

e
o

DR. ROLANDO HERNANDEZ MUNIOZ
Investigador del Depaﬁ{:amerlg)éd'é
Bio!bgia Celular y Desarrolio’

Instituto de Fisiologia Celular, UNAM
Presente.

Por este conducto me permito informar a Usted que su Protocolo Niimero RHM85-16,
Titulado “Estudio de los mecanismos de auto-inmunidad por administracion de
suero heterdlogo en los procesos de regeneraciéon hepatica y fibrogénesis, durante
la instalaciéon y progresion -de cirrosis en ratas™ estd aprobado por el Comité
Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del Instituto de Fisiologia
Celular con una vigencia al mes de noviembre de 2016.

Ciudad de México, a 27 de Abril de 2016.

c.c.p. archivo




Instituto de
Fisiologia
Celular

REGLAMENTO PARA USUARIOS DEL AREA DE RATONES TRANSGENICOS
DEL BIOTERIO

. Esta sala es exclusiva para colonias de reproduccién de roedores, no se permite la
estancia de animales en protocolo experimental.

. Para ingresar a la sala de ratones en el bioterio es indispensable NO haber estado
ese mismo dia trabajando con animales en el laboratorio ni haber visitado a los
animales del Vivarium.

. Solo se permitira el ingreso a la sala de ratones transgénicos a los estudiantes
que hayan tomado el Taller de Manejo de Animales de Laboratorio impartido en el
IFC.

. Solo se permite el ingreso a la sala de un maximo de 2 personas por laboratorio,
preferentemente las asignadas por el Investigador.

. Unicamente se permite el ingreso de dos personas a la vez en la sala de ratones
transgénicos.

. Los usuarios deben lavarse las manos antes de ingresar al bioterio.

. Para ingresar a la sala deberan utilizar la bata, el gorro y el cubrebocas que le
proporcionaran en el bioterio. Al terminar el trabajo la bata se coloca en el cesto
en la gaveta de y el cubre bocas junto con los guantes en el bote de residuos
especiales.

. Por el bienestar de los animales, los procedimientos como corte toma de biopsias,
marcaje (con arete 0 muesca), curaciones, etc. deberan realizarse en el cuarto de
procedimientos del bioterio y nunca dentro de la sala de ratones transgénicos.

. Los boligrafos, tarjetas y libretas que se utilizan deben ser de uso exclusivo para
el area y nunca deben ser llevados a otras areas que alojen animales.
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10. Como una medida de bioseguridad en caso de que un roedor escape de la caja y
merodee por el piso se le debera aplicar eutanasia y de ninguna manera debe ser
reintroducido a la caja

11. No se deben ingresar a la sala mesas de trabajo ajenas al cuarto.

12. Antes de empezar a trabaja es necesario limpiar y desinfectar la mesa de acero
inoxidable con el aspersor y las toallas de papel que se encuentran en el cuarto.

13. Al terminar el trabajo debera nuevamente limpiar y desinfectar la mesa de acero
inoxidable.

14. El alimento que se ha utilizado en los comederos de ratones debe desecharse.

15.Las cajas sucias y los bebederos que ya no se ocupen deben ser colocados
en el area de lavado.

16. Queda prohibido sacar del bioterio las cajas microaisladoras.

17.Queda prohibido ingresar al bioterio cajas provenientes del vivarium, del
laboratorio o de bioterios extemnos.

18. Queda prohibido ingresar teléfonos celulares a la sala de ratones.

19. Por razones de bioseguridad queda prohibido ingresar de manera permanente o
temporal animales que provengan de otros bioterios.
Cuando por alguna razén se requiera comprar o recibir animales que provengan
de otra institucion serd necesaria la revision clinica de los animales, la
presentacién de certificado de salud y la aprobacion del MVZ Jefe de la Unidad
Académica Bioterio. En caso de aprobar su ingreso, los animales permaneceran
en el area de cuarentena durante cuatro semanas.

Infracciones:

El incumplimiento de este reglamento implicara sanciones que van desde un reporte con
el Investigador Principal, la restriccion en el ingreso al area de forma temporal o
permanente dependiendo de la gravedad de la falta hasta la cancelacion del protocolo
registrado para uso de animales en la Institucion ante el CICUAL-IFC de acuerdo con la
Tabla de incidencias y sanciones aprobada por el CICUAL-IFC.
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