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DESCRIPCION BREVE

En este trabajo se muestra el efecto de los medicamentos alfa/beta
adrenobloqueadores, doxazosina y carvedilol sobre la reversién de la cirrosis
hepatica en hamsteres inducida con tetracloruro de carbono.




&

020 UNig

<\Dab au;.o

Lo

Suascave

s puo®

AUTORIZACIONES

CONACYT

Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia




/

UNIUERSIDAD auTonNOMa
D€ aGuascalieNTes

M EN C JOSE DE JESUS RUIZ GALLEGOS
DECANO DEL CENTRO DE CIENCIAS BASICAS
PRESENTE

Por medio del presente como Tutores designados de la estudiante =~ SANDRA
ALEJANDRA SERNA SALAS con ID 98613 quien realizo la tesis titulada: EFECTO
DE LOS a/f ADRENOBLOQUEADORES, DOXAZOSINA Y CARVEDILOL EN LA
REVERSION DE LA CIRROSIS HEPATICA EN HAMSTERES INDUCIDOS CON
CCL4, y con fundamento en el Articulo 175, Apartado Il del Reglamento General de
Docencia, me permito emitir el VOTO APROBATORIO, para que ella pueda proceder a
imprimirla, y asi como continuar con el procedimiento administrativo para la obtencién

del grado.

Pongo lo anterior a su digna consideracion y sin otro particular por el momento, me
permito enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE
“Se Lumen Proferre”
Aguascalientes, Ags., a 20 de octubre de 2016.

Mackeqs Ha VSCv(C 19~ @O ‘(_‘ \\\
Dr. Martin Humberto Muiioz Ortega Dr. Javier Venu{r_é Juarez
Tutor de tesis Cotutor de tesis

L

M. en C. Samdra Luz Martinez Hernandez
Asesora de tesis

c.c.p.- 1.Q. Sandra Alejandra Serna Salas

c.c.p.- Dr. Juan Jauregui Rincon - Secretaria de Investigacion y Posgrado
c.c.p.- Consejero Académico Dr. Martin Gerardo Rodriguez

c.c.p.- Dr. Eugenio Pérez Molphe Balch - Secretario Técnico




Q

UNIUERSIDAD auToNOMa
DE aGuascauienTes

CENTRO DE CIENCIAS BASICAS

SANDRA ALEJANDRA SERNA SALAS

MAESTRIA EN CIENCIAS AREA TOXICOLOGIA
PRESENTE.

Estimada alumna:

Por medio de este conducto me permito comunicar a Usted que habiendo recibido
los votos aprobatorios de los revisores de su trabajo de tesis y/o caso practico
titulado: “Efecto de los a/f Adrenobloqueadores, Doxazosina y Carvedilol con
reversion de la cirrosis hepatica en hamsteres inducidos con CCL4”, hago de
su conocimiento que puede imprimir dicho documento y continuar con los tramites
para la presentacion de su examen de grado.

Sin otro particular me permito saludarle muy afectuosamente.

ATENTAMENTE
Aguascalientes, Ags., a 24 de octubre de 2016
“Se lumen proferre”
EL DECANO

M.enC.J

ENTRO DE CIENCIAS
BASICAS

o
m

c.p.- Ar

chivo. !

‘ﬂm’*
'l sl‘asl'-"@w‘m- RAS 4 J; sUs”[ErAn 2
T ——— A O Y —




AGRADECIMIENTOS

Principalmente al Doctor Martin Muioz Ortega y al Doctor Javier
Ventura Juarez, por haber confiado en mi y siempre estar al pendiente,
también por otorgarme un poco de su experiencia y conocimientos lo
cual aprecio mucho, sin ellos hubiera sido dificil seguir un buen camino,
su participacion fue lo mas valioso que pude tener a lo largo de esta
experiencia pues gracias a ustedes logre comprender y tener una visién
muchisimo mas amplia de lo que significa la investigacion vy Ia
satisfaccion que deja el hacerlo, con toda sinceridad y aprecio les
agradezco que hayan aceptado ser mis tutores y haberme llevado por

un buen camino.
A mi asesora la M. en C. Sandra Martinez, por su apoyo y consejos.

A la Doctora Liseth Rubi Aldaba Muruato por su apoyo, ensenanzas y

consejos.

Agradezco también a CONACYT por darme la oportunidad de realizar mis
estudios en la Universidad Auténoma de Aguascalientes con el apoyo
otorgado a través de la beca 389553 y poder realizar el proyecto
134487 de CONACYT con el apoyo incondicional de mis tutores, también

a la UAA pues me concedié ser parte de este posgrado.

Finalmente, para los que sin saberlo, aportaron su granito de arena a lo
largo de la realizacion de mi proyecto (compaferos de laboratorio,
amigos y familia).
La ciencia es mas que solo conocimiento. Es una manera de pensar, una manera de
interrogar escépticamente al universo

Carl Edward Sagan
(1934-1996). Astrénomo, astrofisico y cosmdlogo




CONACYT

DEDICATORIAS

Esta tesis me la dedico principalmente a mi por el esfuerzo que tuve,
nunca me di por vencida incluso cuando iba entrar a la maestria, pues
sabia que no seria facil pero con perseverancia y esfuerzo lo logre, sé
gue la lucha aun no termina, todavia falta el ultimo esfuerzo, también
por que logre encontrar en la investigacion una pasién que no sabia que
tenia pues aln me asombran muchos fendmenos y cada que leo algo

nuevo me llena de sorpresa y ganas de querer saber mas.

Se la dedico a mis papas en especial a mi mama pues ella siempre

confio en mi.

A mi novio pues siempre me empujo para seguir adelante y no dejarme

caer por las adversidades que se presentaron en mi camino.

A mi bebe porque siempre estuvo al lado mio sin decir nada pero

acompafiandome en mis desveladas y preocupaciones (Flak).

Finalmente a todos mis amigos quienes siempre mostraron interés ante

mis nuevos retos.

«£\03D auy,

{0

Suascave

s puo®




INDICE GENERAL

RESUMEN (ESPANOL) ........coouieiieteeietetetceeeeete ettt ettt ssstesess st sessssasstesensssssesensesstesensssesens 11
RESUMEN (INGLES).........ovvieeeieeeeeeeeteeeteeeeceeee sttt et sttt ettt et ettt esessssssssasanas s s s s ennaes 12
...CAPITULO I INTRODUCCION Yy ANTECEDENTES... ..., 13
1.1 Cirrosis HEPALICA. ..o 14
1,101 HIQAAO ittt 14
1.1.1.1 Histologia del higado........ccccoeeueveveeieeeeeecee e 14
1.1.1.2 Heterogeneidad celular del higado ... 17
1.1.1.3 Fisiologia del Nigado ..........ccoeeeeiiirieiceeerece e 20
1.1.2 DaAN0 NEPALICO ...ttt 20
1.1.2.1 FibrosisS NEPALICA ....ooeeieeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 21
1.1.2.2 Cirrosis hEPALICA ......ccceveveeeieecce e 21
1.1.2.3 Células implicadas en el dafio hepatiCo........cccovvvviveveiieieeieeeee. 22
1.2 HepatotoXicidad.................coiii et 29
1.2.1 Tetracloruro de carbono (CCly) ..o 29
1.2.1.1Toxicidad del tetracloruro de carbono........ccccccovrceiniiicnnncie, 30
1.2.1.2 Mecanismo de accion del CCla.....cocoouveiveoieeeieeeeeeeeeeeeeee e 31
1.3 REVErSiON d@ CIFFOSIS ..o 34
...CAPITULO II PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.........oooccoooivoomireenerecererr. 37
2.1 Pregunta de investigacCion...............c.cccooooioiiiiiccceeeeeeeeee e 38
2.2 Objetivo general ... e 39
2.2.1 ODbjetivos PartiCUIAres ..o 39
2.3 JUSEIFICACION ...t 40
2.4 HIPOESIS ...ttt en 41
2.5 MERAS ...t 41
...CAPITULO III METODOLOGIAL... ... 42
3.1 Diseno Experimental ... 43
3.2 Modelo de cirrosis hepatica en hamsteres....................ccccooooveireena. 44
3.3 Tratamientos con doxazosina y carvedilol .....................ccccoooii. 45
3.4 Sacrificio de los animales ... 45
3.4 Procesamiento de muestras biolégicas....................cccccooiiiiiciccenne. 45
(21




&

wE

CONACYT
3.5 Procesamiento de tejidos ... 46
3.5.1 Procesamiento de tejidos en parafina ... 46
3.5.2 TEcNicas hiStOIOGICAS .......ccevevieereeicsece e 46
3.5.2.1 Tincién Hematoxilina-Eosina (H-E).......cccccoeiereeeeeceeeeeeeeeeee e 46

3.5.2.2 Tincién Rojo Sirio y su analisis con microscopia de polarizacion 46

3.5.2.3 Localizacién de antigenos: inmunohistoquimica para deteccion

de células estelares hepaticas activadas........ccccocovvvveeeeceeeeeeeeeeeee 47

3.7 TECNICas MOIECUIAIES ..o 47
BZ.1 Western blot ....... 4. . . .......................cseee 47
3.7.2 EXracCion de ARN ...ttt s st se e 48
3.7.2 RetrotranscripCion de ARN ........cccooiiieieierieeeeie st s s 48
3.7.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).....cccccocoovieuereesececerereeeenns 48
3.8 Analisis @stadisStiCo ..o 49
+: CAPITULO VI RESULTADOS. ...ttt e 50

4.1 Cirrosis hepatica en hamsteres inducidos con tetracloruro de
carbono y eficiencia de los alfa/beta adrenobloqueadores en el

tratamiento contra cirrosis hepatica. ..o 51
4.1.1 Porcentaje de mortalidad en hamsteres tratados con CCl,................... 51
4.1.2 Cambios fisicos en hamsteres tratados con CCly. ...ccccovvvvvierervericicnnenen 51
4.1.3 Descripcion morfoldgica de la arquitectura hepatica. Cambios fisicos
del higado cirrdtico del hAMSEEr ... 52
4.1.4 Pruebas de funcién hepatica en grupos experimentales. ...................... 53

4.1.5 Alteraciones morfoldgicas en tejido hepatico de grupo cirrético y
recuperacion histologica endégena y con los alfa/beta adrenobloqueadores.

................................................................................................................................................... 55
4.1.6 Determinacion de colageno tipo I en cirrosis hepatica en hamsteres y
durante el tratamiento con doxazosina y carvedilol..........cccccooevvevirecneneenenn, 57
4.2 Identificacion y cuantificacion de células estelares activadas ..... 61
4.2 Identificacion y cuantificacion de marcadores de fibrosis hepatica
en grupos experimentales ... 64
4.2.1 Determinacién del Factor de crecimiento transformante beta (TGF-
DEEA) ettt b e re e reas 64
4.2.2 Determinacion de la metaloproteinasa 13 (MMP-13).....c.cccccevevvecnneee. 65

4.2.2 Determinacién del inhibidor Tisular de Metaloproteinasa 2 (TIMP-2)66

«£\03D auy,

{0

Suascane

7es pwo®




+e:CAPITULO VII DISCUSION......cccoooiioiiioiiiieecioooeeeeeeeeeeeeeeeoeeeseseesee s 68

+e:CAPITULO VIII CONCLUSION .. ...oiiioooooeoeeeecoeeeeeeeeeeeeeeeseeseeess e seseeses e ees e 75
+«.CAPITULO IX REFERENCIAS.... ...ttt e 77
FY o111 T [ oS PPPROt 86

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Representacidn estructural del higado...........cccccoveiievcccci v, 15
Figura 2. Aporte sanguineo y conducto biliar del higado.........c...c.cccceeeeveennne.. .15
Figura 3. Fotomicrografia de la arquitectura microscopica basica, descripcion
microanatomica del higado.........cccvciiiciiicec e e 16
Figura 4. Estructura de los hepatocitos y triada portal..........cccoceiiniiiinicnnnen 19
Figura 5. Distribucion de los hepatocitos por las zonas acinares...................... 20
Figura 6. Organizacién celular en el higado.........c.ccccooeoiiiiiiiiiciccecece e, 24
Figura 7. Higado fibrotiCo........ccieiiiece et e 24
Figura 8. Proceso de activacion de las células estelares hepaticas y su
respuesta @ diversas CILOCINAS. ......co i e 25
Figura 9. Molécula del tetracloruro de carbono..........ccccoceoeiieieicicicceeceee e 30

Figura 10. Reaccion de bioactivacion del tetracloruro de carbono por la
iISOMGRINERECYP2EL............ccooeceneeee L .....c..ooonnineenctesniesseasasnensanenn . SR .. ... 31
Figura 11. Mecanismo de accion del CCla.......cccouieiiiieiieiecieee e ee e 33

Figura 12. Micrografia electronica que muestra la relacion entre las CEHs vy las

terminaciones nerviosas en el higado humano normal..........cccccoceeiiiiiieieienne. 35

Figura 13. Diseflo EXperimental..........ccccooiiiiiiiie e 43
Figura 14. Cambios fisicos en hamsteres, efecto del dafio hepatico................ 52
Figura 15. Higado cirrético e intacto de hamster.........cocooiiiiiiiiiciicee 53

Figura 16. Estructura histoldgica de higado cirrdtico, tratados con alfa/beta
adrenobloqueadores, placebo e intacto de hamster tefiido con H-E.................. 56

Figura 17. Fibras de colageno tipo I y III distribuidas alrededor de vena porta
y central en tejido de grupos experimentales, tincion Rojo Sirio microscopia

(ol oI (U4 0Yo] =1 o 4= T I- 1R P 59




CONACYT

Figura 18. Fibras de colageno tipo I y III distribuidas en tejido de grupos
experimentales, tincion Rojo Sirio con microscopia de luz polarizada.............. .60

Figura 19. Identificacién de a-SMA para células estelares hepaticas activadas

............................................................................................................................................. 63
Figura 20. Expresion y cuantificacion de a-SMA para células estelares
hepaticas activadas Y TGF-B......cccciieiieecee ettt ettt sve e e 65

Figura 21. Expresidn y cuantificacion de la Metaloproteinasa 13 y TIMP-2 en

grupos eXPerimeENtales...... ..o 67

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Valores de pesos en hamsteres para tratamiento con CCl4 y la
cantidad respectiva del tédxico a administrar..........cccccceeveviiiciecce e 44

Tabla 2. Anticuerpos secundarios y primarios utilizados .........ccccocoveiviiniiieennnns 47

INDICE DE GRAFICAS

Grafica 1: Porcentaje de mortalidad de animales tratados con tetracloruro de

CABOMOE ... .ccoiieeeeiiiieeadierienreeennnnns O .. S 51
Grafica 2: Alteraciones de las transaminasas €N SUEIO......ccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 54

Grafica 3: Disminucion de Albumina en Grupo cirrético control contra grupos
tratados. e e L LS L ST T b e e e v v nneensnnamnnnessnanee . R ... 55

«£\03D auy,

{0

Suascane

7es pwo®




ACRONIMOS

Acido desoxirribonucléico

Acido Ribonucléico

Alanino aminotransferasa

Alfa actina de musculo liso
Aspartato aminotransferasa

Calcio

Carvedilol

Células estelares hepaticas

Células presentadores de antigenos
Centrolobulillar

Citocromo P450

Doxazosina

Colaboradores

Espacio portal

Especies reactivas de nitrogeno
Especies reactivas de oxigeno
Factor de crecimiento transformante B
Factor de necrosis tumoral a

Factor de crecimiento derivado de plaquetas
Hematoxilina-Eosina
Inmunoglobulina G

Matriz extracelular
Metaloproteinasa 13
Metaloproteinasa 9
Metaloproteinasas

Reaccion en cadena de la polimerasa
Reticulo endoplasmico

Reticulo endoplasmico rugoso
Tetracloruro de carbono

Vena central

Zona media

Zona periportal

ADN
ARN
ALT
a-SMA
AST
Ca
CARVE
CEHs
CPA
CL
CYpP
DOXA
Cols.
PT
NOX
ROX
TGF-B
TNF-a
PDGF

IgG
MEC
MMP-13
MMP-9
MMPs
PCR
RE
RER
CCL4
Ccv

Mz

PP




CONACYT

RESUMEN (ESPAROL)

La cirrosis hepatica es una enfermedad que afecta a una amplia poblacién en el

mundo y constituye la quinta causa de muerte.

Se establecid un modelo de cirrosis hepatica en hamster utilizando tetracloruro
de carbono como sustancia hepatotdxica, una vez desarrollada la enfermedad,
se usaron adrenobloqueadores alfa y beta (Doxazosina y Carvedilol) para
revertir el dafio en tejido hepatico.

Para comprobar la eficiencia de tales medicamentos en la reversién de cirrosis
hepatica, se analizé en suero a las transaminasas y albumina conocidas por ser
buenos marcadores de fusion hepatica, también la recuperacién histoldgica y la
expresion de las células estelares hepaticas activadas conocidas por ser las
principales responsables de la acumulacidon de coldgeno en tejido cirrético por
medio de a-SMA y finalmente la expresion de MMP-13, TGF-B y el TIMP-2. Se
demostrd que el uso de los adreno bloqueadores (Doxazosina y Carvedilol), es
efectivo para revertir el dafio hepatico durante la cirrosis hepatica, los
marcadores analizados alcanzaron valores similares al grupo de hamsteres
intactos (sanos), todos estos resultados sugieren que los medicamentos son

buenos candidatos para revertir la cirrosis hepatica.
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RESUMEN (INGLES)

Liver cirrhosis is a disease that affects large numbers of people, it is the fifth
cause of death worldwide.

We made a liver cirrhosis model in hamster using carbon tetrachloride as a
hepatotoxic substance, once developed the disease, we used adrenoblockers
alpha and beta (doxazosin and carvedilol) to reverse the damage in the hepatic
tissue.

To prove the efficiency of such drugs in reversing liver cirrhosis, we analized
the transaminases and albumin in serum, both known to be good markers o
liver function, also histological recovery and expression of hepatic stellate cells
activated known to be primarily responsible for the accumulation of collagen in
cirrhotic tissue through a-SMA, finally the expression of MMP-13, TGF-B and
TIMP-2. It showed that the use of adrenoblockers alpha and beta was effective
to reverse the lesions in liver during hepatic cirrhosis, the analized markers got
values very similar to intact group (healthy), this results suggest that this

drugs are good candidates to reverse hepatic cirrhosis.

12
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1. Introduccion

1.1 Cirrosis Hepatica

1.1.1 Higado

El higado es uno de los érganos mas importantes de los mamiferos, tiene a su
cargo diversas funciones necesarias para el buen funcionamiento del
organismo, es el encargado de mantener la homeostasis (ambiente interno en
equilibrio), lograndolo con el metabolismo de sustancias exdgenas o
enddgenas; El metabolismo y desintoxicacién del organismo, es un punto clave
en el dafo al higado, al estar en constante contacto con sustancias nocivas
puede llegar a sufrir lesiones importantes e irreparables, se ha analizado el
comportamiento del higado durante tales lesiones, encontrando caracteristicas

especificas que han dado origen a posibles estrategias terapéuticas.

1.1.1.1 Histologia del higado

El higado humano representa del 2 al 3 % del peso corporal total, alrededor de
1.5 kg para un adulto (Guyton, 2001), consume del 25 al 30% de oxigeno
(Koolman y R6hm, 2004) y se localiza en el cuadrante superior derecho de la
cavidad abdominal, justo debajo del diafragma, se subdivide en cuatro l6bulos
(derecho, izquierdo, cuadrado y caudado), de los que el derecho y el izquierdo
constituyen su mayor parte (Figura. 1) (Gartner y Hiatt, 2002).

14
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Figura. 1. Representacion estructural del higado
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El higado recibe sangre oxigenada de la arteria hepatica izquierda y arteria

hepatica derecha (25% del volumen), y el 75 % restante, de sangre rica en

nutrientes a través de la vena porta (Gartner y Hiatt, 2002), la sangre sale

por la superficie posterior del érgano a través de las venas suprahepaticas que

vierten su contenido en la vena cava inferior, la bilis sale del higado, a través

de los conductos hepaticos derecho e izquierdo, por los que se libera a la

vesicula biliar para su concentraciéon y almacenamiento (Figura 2 y 4) (Gartner

y Hiatt, 2002).

__ Venas hepaticas izquierda
~" o intormodia (modia)

*) derechas e izquierdas

porta hepatica

Conducto biliar

(Moore y Dalley, 2007)

Figura 2. Aporte sanguineo y conducto biliar del higado.

ria hepatica y la vena porta hepatca

Asteria hepatica (Dux-a)} Triada portal

La unidad funcional del higado es el acino hepatico descrito por Rappaport en

el aflo 1958 (Figura 3 y 5) (Herrerias y cols., 1996), esta delineado por tres

zonas (1, 2y 3), y centrado por un eje, la vena terminal portal, la zona 1 es la

=,
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mas proxima, las células encontradas ahi reciben la mayor carga de sustancias
y nutrientes generando un gradiente de concentracién por lo que en la zona 3
que es la mas alejada de la vena porta, la sangre serd de menor calidad. Esta
forma de concebir el higado y las diferencias en el gradiente de actividad
metabdlica en relacién con la irrigacidon, ayudan a explicar el proceso de
regeneraciéon, de desarrollo de cirrosis asi como esclarecer diferentes aspectos
histolégicos de la distribucion de la bilis en diversas afecciones hepaticas
(Herrerias y cols., 1996).

La division del acino hepatico se caracteriza por las diferencias encontradas en
los hepatocitos, indicando que las funciones del higado, se realizaran en mayor
o menor cantidad segun la zona acinar (Figura 5). El glucégeno almacenado
asi como el glutation (tripeptido conocido por su alta capacidad antioxidante),
son encontrados principalmente en la zona 1, en la zona 3 hay mas
degradacion de glucosa y es la que contiene mayor cantidad de Citocromo P
450, complejo enzimatico que participa en diversas reacciones de
biotransformaciéon o bioactivacién de sustancias, también la zona 3 es rica en
reticulo endoplasmico liso, en el cual se encuentran enzimas encargadas de la
destoxificacién de sustancias como el alcohol, todo esto indica que el posible

dafo inicial se observaria en la zona 3 (Gumucio y Miller, 1981).

(Krishna, 2013)

Figura 3. Fotomicrografia de la arquitectura microscépica basica, descripcion microanatémica del

higado. Division de los cordones hepatocelulares, zona 1, 2 y 3 del acino, y zona periportal (PP), media
(M2), y centrilobular (CL) del Iébulo. La sangre fluye desde el espacio portal (PT) hasta la vena central,
también denominada vénula hepatica terminal (CV/THV) (tincidn con hematoxilina-eosina, amplificacion
x100)
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1.1.1.2 Heterogeneidad celular del higado

Dentro del higado existen diferentes tipos de células que interactian entre
ellas para lograr su buen funcionamiento, el higado también se compone de
matriz extracelular (MEC), su papel es regular la interaccién entre las células;
estd compuesta por diferentes proteinas colagenas y no coldgenas como
laminina, fibronectina y glucoproteinas extracelulares, las células estelares
hepaticas son las encargadas de mantener el equilibrio de este componente en

el higado.

Los canales que conducen la sangre a las venas hepaticas centrolobulillares y
que nutre por ambos lados a los hepatocitos son los llamados sinusoides
hepaticos rodeados por células endoteliales y células de kupffer, las células
estelares hepaticas son células perisinusoidales (Jaramillo y cols., 2006).

a) Hepatocito

Los hepatocitos suelen aparecer organizados en forma de cordones de una o
dos células de grosor, separados por sinusoides. Su nucleo es redondo u
ovalado y puede contener glucégeno, la membrana celular, estd parcialmente
expuesta a los sinusoides (superficie baso lateral), forma los canaliculos
biliares con el hepatocito adyacente (superficie canalicular) y presenta una
porciéon adyacente al canaliculo que se une al hepatocito vecino mediante
uniones especializadas (superficie lateral), el citoplasma contiene abundante
reticulo endoplasmatico y glucégeno

Los hepatocitos constituyen del 60% al 80% del total de la poblacion celular
(Jaramillo y cols., 2006) y son las que realizan las funciones mas importantes
del higado (Figura 4) (Krishna, 2013).

b) Células de Kupffer

Las células de Kupffer constituyen uno de los tipos celulares hepaticos en

términos de metabolismo y funcidon, mas activos, son macréfagos residentes
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del higado y contribuyen a la sintesis de citocinas, factores de crecimiento y
mediadores biolégicamente activos. Entre las funciones principales de estas
células se encuentran la eliminacion de sustancias extranas y la regulacién de

la respuesta inflamatoria e inmune (Claria y Titos, 2004).

c) Células estelares hepaticas

Las células estelares estan ubicadas a lo largo de los sinusoides en el espacio
perisinusoidal de Disse (Figura 6), aunque también pueden observarse entre
las células parenquimatosas. Clasicamente el espacio de Disse se define como
la zona limitada por los hepatocitos y la pared sinusoidal formada por las
células endoteliales sinusoidales. Normalmente este espacio contiene fibras
nerviosas y algunos componentes de la matriz extracelular (MEC) como, por
ejemplo, fibras colagenas de tipos I y III y componentes de la membrana basal
(Geerts y cols., 1990).

Dentro del total de células pertenecientes al higado, en condiciones normales
las células estelares representan del 5 al 8 %, se caracterizan por la presencia
de vacuolas intracitoplasmaticas que contienen vitamina A, un reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) poco desarrollado y un pequefio aparato de Golgi
(Reynaert y cols., 2002), también poseen vesiculas sinapticas y se encuentran
inervadas por fibras autondmicas, lo que indica que producen
neurotransmisores (Oben y cols., 2004).

El origen de las células estelares hepaticas aun no ha sido esclarecido, pues en
varios estudios se ha demostrado que expresan proteinas representantes de
células mesenquimales como desmina y alfa actina de musculo liso, asi como
proteina glial fibrilar &cida, caracteristica de células nerviosas, este
descubrimiento puso en duda su origen.

Observaciones sugieren que tienen similitudes morfoldgicas con astrocitos pues
estas células segun Niki y cols. (1999), se encargan de la reparacion del
sistema nervioso central (gliosis reactiva), mientras que las células estelares

hepaticas juegan un papel clave en la reparacion del tejido hepatico después
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de una lesién en el higado siendo estas conocidas por ser las principales
fibrogénicas al activarse, proceso que sufren tras un dano hepatico.

La investigacion desarrollada por Niki y cols. (1999), demostré que las células
estelares hepaticas activadas expresan nestina, una proteina de filamentos
intermedios de clase VI originalmente identificada como un marcador de
células madre neurales. La expresion de nestina se estudié por primera vez
durante la activacién espontanea de las células estelares hepaticas en cultivo.
Un estudio realizado por Shah y cols. (1996), demostré en roedores que
células de la cresta neural tienen el potencial de diferenciarse en células
mesenquimales y que el TGF-B promueve esta diferenciacion, estos
investigadores sugirieron la posibilidad de que algunas células de la cresta
neural también contribuyen en el desarrollo de las células mesenquimales de
los vasos sanguineos.

En concreto el origen de las células estelares hepaticas es incierto, sin
embargo las caracteristicas que presentan dan aportes significativos para
encontrar terapias que inhiban su funcién una vez que se encuentran

activadas.
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Figura 4. Estructura de los hepatocitos y triada portal, (Moore y Dalley, 2007).
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1.1.1.3 Fisiologia del higado

Las principales funciones del higado son la sintesis de proteinas, produccion y
almacenamiento de glucégeno, metabolismo y desintoxicacion de sustancias
nocivas provenientes del medio externo (xenobidticos) y las propias del
desecho celular a través del proceso conocido como biotransformacion vy
produccion de bilis, sustancia que participa en la digestion de grasas y en la
excrecion de sustancias; Todas éstas son algunas de las actividades que realiza
el higado, sin embargo no son las Unicas pues participa en mas de 500

funciones en el organismo (Zakim y Boyer, 2006).

rForal_inaa

Hepatocytes
{epatic Lymph
reries /V"S“’ Zone 1 Zone 2
@ a Hepatocytes Hepatocytes

Zone 3
Hepatocytes

Portal Vein [} )

Sinusoidal
Endothelial

Bile
Canuliculus

Stellate
Cell

Figura 5. Distribucion de los hepatocitos por las zonas acinares.

1.1.2 Dafo hepatico

El higado al tener la capacidad de biotransformar toxicos y sustancias de
desecho celular, es vulnerable al dafo, cuando este dafio a superado la
capacidad regenerativa del higado, se puede ocasionar la muerte del
organismo.

El dano hepatico puede ser por sustancias quimicas, virus, enfermedades
biliares, metabdlicas, hereditarias, entre otras, los factores son diversos y
todos ellas van a conducir a la misma afeccidn en el higado: fibrosis,
posteriormente cirrosis con la posibilidad de desarrollar hepatocarcinoma. Las

etiologias mas comunes son el alto consumo de alcohol, el higado graso no
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alcohdlico y la hepatitis crénica virica, siendo estas tres causas el 90 % de los

casos en occidente (Buey y cols., 2012).

1.1.2.1 Fibrosis hepatica

La fibrosis hepatica es un proceso de lesién crdnica generado por un dano
constante en el higado, se caracteriza por un contenido anormal de colagena y
otras proteinas que forman la matriz extracelular.

La composicién del tejido fibroso producido durante la fibrosis es similar
independientemente de la etiologia, ocurre en los sitos de mayor lesién vy
usualmente requiere que el estimulo nocivo persista durante muchos meses o
anos (Paramo-Hernandez y cols., 2010).

El contenido exagerado de matriz extracelular (MEC) se genera como
consecuencia a la proliferacién y activacidén de fibroblastos y miofibroblastos,
(Sgonc y cols., 2013), células especializadas en la reparacion de tejidos, como
un proceso de regeneracion, sintesis y remodelacién de la MEC, se producen
diversas moléculas como colagenas, fibras elasticas, glicosaminoglicanos,
tenascina y fibronectina, entre otras, tanto a nivel intersticial como en las

membranas basales epiteliales y endoteliales (Ramos y cols., 2004).

1.1.2.2 Cirrosis hepatica

La cirrosis es una alteracion histopatoldgica difusa del higado caracterizada por
pérdida del parénquima hepatico, formacién de septos fibrosos y nodulos de
regeneracién estructuralmente anormales, dando lugar a una distorsion de la
arquitectura hepatica normal y una alteracién de la anatomia de la
vascularizacion hepatica y microcirculacion. Para definir cirrosis se consideran
los siguientes datos morfoldgicos: a) que el proceso sea difuso para excluir
lesiones locales o focales; b) que exista necrosis, con lo que queda excluida la

fibrosis hepatica congénita; c) debe existir regeneracién nodular y fibrosis

21

=,
(—




difusa, quedando excluida la hiperplasia nodular regenerativa y d) debe haber
distorsién del patron arquitectural y alteracion vascular (Buey y Cols., 2012).
La cirrosis aparece después de una fibrosis crénica y finalmente convertirse en
hepatocarcinoma, este mismo patron es el que se ha observado en ratas, sin
embargo segun Fuji y cols. (2010), en ratones se produce en primer lugar
fibrosis seguido de hepatocarcinoma, estas evidencias son importantes al
momento de establecer un modelo de dafio hepatico en animales de
experimentacion, ya que los resultados pueden variar segun la especie.
Actualmente se han desarrollado varios modelos experimentales de cirrosis
hepatica con la finalidad de encontrar estrategias terapéuticas para disminuir
los casos de esta enfermedad, el tetracloruro de carbono (CCly), es un
organoclorado altamente hepatotéxico y actualmente muy usado para inducir

cirrosis en modelos de roedores.

1.1.2.3 Células implicadas en el dafio hepatico

Durante una lesion hepatica, ya sea por sustancias toxicas, por virus o algun
otro factor que logre afectar el buen funcionamiento del higado, se van a
suscitar una serie de procesos que generaran un dafio mayor al higado en los
cuales se encuentran implicadas poblaciones celulares residentes del higado,
las mas importantes son las células de Kupffer, las células estelares hepaticas
y los mismos hepatocitos, éstas trabajan con el objetivo de reparar el dafio a
través de la regeneracion de tejido, sin embargo tal reparacidon agrava la lesidon

provocando mas muerte celular.

I. Células de Kupffer en lesion hepatica.

Las células de Kupffer desempefan un papel fisiopatolégico destacado en el
dafio hepatico ocasionado por endotoxinas o alcohol y en la patogénesis de la
inflamacion y fibrosis hepatica. Cuando existe un dafio en el hepatocito, estas
células se activan, se considera que los signos indicativos son el incremento de

su actividad fagocitica, la mitosis, el aumento de la rugosidad de la membrana,
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asi como la liberacion de numerosos compuestos con actividad bioldgica (Claria
y Titos, 2004).

Las células de Kupffer activadas liberan una serie de agentes solubles,
incluidas citocinas como el Factor de Crecimiento Transformante beta (TGF-B),
el Factor de Crecimiento Derivado de las Plaquetas (PDGF) y el Factor de
Necrosis Tumoral alfa (TNF-a), ademas de especies reactivas de oxigeno y
otros factores, estos tienen un efecto sobre las células estelares hepaticas, con

lo que tendran una participacion en la fibrogénesis (Cubero y Nieto, 2006).

II. Células estelares hepaticas en lesion hepatica.

Varias investigaciones han identificado que las células estelares hepaticas
(CEHs) ante estimulos agresivos como virus, alcohol o cualquier xenobidtico,
mediante el proceso de “activacion”, se transforman en otras totalmente
distintas, morfoldgicamente conocidas como miofibroblastos con multiples
funciones adicionales como la produccion de matriz extracelular, actualmente
hay consenso en que la activacién de las CEHs es el eje central de la
fibrogénesis hepatica, ademas de su capacidad para producir fibrosis, estas
células también se comportan como células presentadores de antigenos (CPA)
y células progenitoras capaces de diferenciarse en células endoteliales y en
hepatocitos, lo cual destaca su gran funcionalidad y su importante papel en la
regeneracién del higado (Paramo-Hernandez y cols., 2010).

I1.1 Activacion de las células estelares hepaticas

Segun el modelo que propone Friedman (2008), la activacion de las células
estelares hepaticas, consta de dos etapas principales, la primera es la

iniciacién y perpetuacion y la segunda de ellas es la resolucidon de la fibrosis,
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en cada una de las etapas se observan diversas complicaciones que

promueven el dafio al higado ocasionado por las CEHs, véase figura 7.

HIGADO NORMAL

Hepatocitos

Células hepaticas estrelladas
Células endoteliales
sinusoidales fenestradas
C¢lulas de Kupfler

Lumen del sinusoide con

resistencia normal al flujo
sanguinco

(Bataller y Brenner, 2005)

Figura 6. Organizacion celular en el higado. CEHs quiescentes en higado normal, se observa el

contenido de retinol en su citoplasma.

HIGADO FIBROTICO

Linfocitos infiltrando

S5l Proteinas de la matriz
extracelular

Hepatocitos apoptéticos
Célula de kupffer activada

Lumen del sinusoide con
resistencia aumentada al
flujo sanguineo

(Bataller y Brenner, 2005)

Figura 7. Higado fibrotico. CEHs tras su activacion inducida por el dafio a las células parenquimatosas.

Produccion desequilibrada de MEC por parte de la CEHs. Cambios en células de Kupffer en higado fibrético.

Iniciacion

Las CEHs sufren un estimulo por la liberacién de citocinas y factores de
crecimiento como el TGF-B, PDGF, ET-1, entre otros, causado por otras células
del higado generando un cambio morfolégico en ellas, Friedman (2008)
menciona que las células implicadas en dicho estimulo son las endoteliales, las
de Kupffer, los hepatocitos y las plaquetas.

Friedman indica que tras la apoptosis de los hepatocitos después que se ha
dado la lesion, va a promover la activacion de las células estelares, en cambio
tras la necrosis de las células parenquimatosas la cual estda asociada a la

peroxidacion lipidica se genera un estimulo inflamatorio seguido de
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fibrogénesis. En un estudio se identifico que restos apoptoticos liberados por
los hepatocitos, activan a las células de Kupffer y a su vez provocan la
fibrogénesis de la cual son responsables las CEHs (Friedman, 2008).

Una de las enzimas involucradas en la generaciéon de especies reactivas de
oxigeno, es el citocromo P450 el cual tiene una participacién en la activacién
de las células estelares hepaticas tras la produccién de especies reactivas de
oxigeno (ROX) y especies reactivas de nitrégeno (NOX), induciendo la sintesis
de MEC (Friedman, 2008).

Perpetuacion

Citocinas como el TGF-B y el PDGF principalmente inducirdn varias respuestas
en las CEHs entre ellas, la sintesis de matriz extracelular, la proliferacion, la
contractilidad, la pérdida de retinol, etc. La figura 8 muestra tales respuestas
hacia algunas de las citocinas liberadas tras una lesion (Friedman, 2008), en la
perpetuacién las CEHs se estaran activando de manera autocrina por las

mismas CEHs ya activadas.

Resolucion

En la resolucion de la fibrosis segun Friedman (2008), se observa la
inactivacion de las células estelares hepaticas lograndose a través de la
reversion de su funciéon a un fenotipo quiescente o un proceso apoptético de

las células estelares hepaticas (Figura 8).
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1. Marcadores moleculares de daiio hepatico

Los marcadores moleculares son biomoléculas que pueden estar relacionadas
con algun rasgo genético, pueden ser proteinas o Acido desoxirribonucleico
(ADN), la expresion va a permitir que su efecto sea cuantificable y observable,
son por lo regular faciles de detectar es por eso que son herramientas
altamente utilizadas, pueden ayudar a reconocer algun tipo de patologia pues
en estadios normales pudiera ser que su presencia sea baja a diferencia de
algunas enfermedades donde su expresion es elevada, se pude dar el caso
contrario lo que a su vez indicaria que existe alguna patologia.

Para la cirrosis hepatica existen varios marcadores ya identificados por
expresarse en mayor o menor cantidad que los valores normales de un higado
sano, su uso puede ser substancial para poder determinar la existencia de
dafio hepatico.

Algunos de los marcadores de fibrosis son: colageno tipo I alfal, colageno tipo
IIT alfal, TGF-B (Factor de crecimiento transformante ), TIMP-1(Inhibidor
tisular de las metaloproteinasas 1), TIMP-2 (Inhibidor tisular de las
metaloproteinasas 2), MMP-9 (metaloproteinasa 9), MMP-13 (Metaloproteinasa
13) y PDGF (Factor de crecimiento derivado de plaquetas).

Este tipo de moléculas son sintetizadas por las células estelares hepaticas las
cuales como ya se menciond, son responsables de fibrosis, los factores de
crecimiento pueden ser sintetizados por otras poblaciones celulares del higado
por ejemplo las células de Kupffer, los cuales van a generar un efecto en las

células estelares provocando mayor produccion de matriz extracelular.

I. Colageno
El coldgeno es una proteina fibrosa, forma parte de la matriz extracelular y
tienen un papel importante en el soporte, mantenimiento, flexibilidad,

resistencia y estructura de la arquitectura tisular, se encuentra en todos los

tejidos y 6érganos (Devlin, 2004).
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Durante una lesidon hepatica se observa una cantidad anormal de fibras de
colagena, su sintesis es a causa de la reparacion de tejido donde han quedado
huecos por las células parenquimatosas muertas. En investigaciones
experimentales en roedores se ha demostrado que existe mayor sintesis de
colageno tipo I y tipo III, las fibras fueron localizadas alrededor de la zona
portal en mayor concentracidn, al parecer la sintesis de ambos tipos también
es realizado por miofibroblastos, por otro lado, las células estelares hepaticas
han expresado coldgeno tipo I, esto indica que posiblemente los
miofibroblastos durante una lesién hepatica estén contribuyendo a la sintesis
de colageno tipo I y III mientras que las CEHs activadas a la produccion del
tipo I la cual se encuentra en gran concentracidn en los septos fibrosos
(Poonkhum y cols., 2011).
II. Factor de crecimiento
Los factores de crecimiento son proteinas que participan en vias de
sefalizacion tanto en su regulacién como su mediacién, varias de las funciones
gue se han identificado son en el crecimiento, proliferacion, diferenciacién, asi
como el destino final de las células.
Los factores de crecimiento funcionan localmente en las células que los
secretan y las células adyacentes, el TGF-B y PDGF son conocidos por inducir
fibrosis en higado; En procesos de regeneracion de tejido se ha detectado que
inducen la migracion de fibroblastos al sitio donde se presenta el dafo
(Sundaram, 2009).
El TGF-B es conocido por ser uno de los mas potentes mediadores
profibrogénicos durante la lesién hepatica y juega un papel importante en la
regulacion de la MEC. Se han identificado 3 isoformas en mamiferos (TGF-B1,
TGF-B2 y TGF-B3), y en especial en el higado, sin embargo, la de mayor
relevancia es la 1 pues participa activamente en la fibrogénesis hepatica.
Estudios in vitro e in vivo demuestran que el TGF-B provoca en las CEHs
activadas un aumento de la sintesis de las fibras coldgenas, depositadas

progresivamente en el espacio intercelular y en el espacio de Disse, lo que
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altera la funcién y la homeostasis de las células hepaticas (Sarema y cols.,
2006).

III. Metaloproteinasas (MMPs)

Las metaloproteinasas son una familia de proteinas especificamente proteasas,
su funcion es degradar algunos componentes encontrados en la MEC, por lo
que se encargan de mantener la homeostasis de este componente tisular
(Coronato y cols., 2012), la importancia de la MEC radica en la interacciéon
celular que se da a través de ella donde se desencadenan una seria de
sefalizaciones que promueven la diferenciacién, migracién y movilizacién
celular, tales procesos son esenciales para mantener el equilibrio en el
organismo (Cascales-Angosto y Alvarez-Gémez, 2010), es por ello que el
contenido de esta sustancia debe ser controlado. De las diversas isoformas de
MMPs se conocen 24 en el humano.

La MMP-13 es una colagenasa encargada de degradar colageno intersticial tipo
I, II, III, IV, X y XIV, la tenacina, la fibronectina y el agrecan, generando
coldgeno desnaturalizado. En ratas y en ratones se encuentra solo esta
isoforma compartiendo el 86 % de homologia con la MMP-13 humana.
(Knauper y cols., 1997), la expresion de la MMP-13 se encuentra disminuida
durante la Cirrosis hepatica (Tsukamoto, 1999).

IV. TIMP

Para que exista un equilibrio en la degradacion de la matriz extracelular,
existen las proteinas conocidas como Inhibidores tisulares de las
metaloproteinasas, su principal funcidon es precisamente la inhibicion de las
Metaloproteinasas (MMPs), Actualmente se conocen cuatro isoformas (1-4), se
diferencian en solubilidad, regulacion y la interaccion especifica con la
proenzima que estaran inhibiendo.

El TIMP 1 y 2 tienen la capacidad de inhibir todas las formas de las MMPs, la

inhibicion independientemente de la isoforma resulta de una unién no
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covalente reversible. Se ha demostrado que los TIMP 1 y 2, tras una lesién
hepatica se sobre expresan en tejidos fibréticos humanos y en modelos con
roedores, la células estelares hepaticas tras su activacién sintetizan mas de
estos componentes, la existencia de mayor concentracion de TIMPs, induce la
inactivacién de las metaloproteinasas, logrando que la degradaciéon de matriz
extracelular no exista o sea menor con respecto a la sintesis de la misma
(Gutiérrez-Ruiz y Kershenobich, 2003).

La sobre expresion de estas proteinas tras una lesion hepatica asi como su

funcidn hace que sean buenos marcadores moleculares de fibrosis.

1.2 Hepatotoxicidad

La lesidn que se presenta en el higado, en su mayoria es causada por
sustancias toxicas como es el caso del alcohol o algunos medicamentos. La
lesién se genera principalmente por la biotransformacidon de dichas sustancias
la cual como ya se menciond, es una de las funciones del higado, ésta puede
ser perjudicial pues se forman metabolitos mas téxicos que el compuesto
inicial. Actualmente se conocen mas de 900 sustancias identificadas por
generar un dafio en el higado, muchos medicamentos se han retirado del

mercado por esta razéon (Risso, 2008).

El proceso que sufre el higado tras ser afectado ya sea por sustancias téxicas o
algun otro factor ha sido estudiado en modelos experimentales con animales,
uno de los compuestos mas utilizados para inducir hepatotoxicidad es el
tetracloruro de carbono (CCl,), ya que esta sustancia quimica induce cirrosis,
esto demostrado en ratas, siendo ésta patologia similar a la cirrosis que se

presenta en humanos (Basu, 2003).

1.2.1 Tetracloruro de carbono (CCl,)

El tetracloruro de carbono es un hidrocarburo liquido transparente liposoluble,

este compuesto puede evaporarse facilmente por lo que el CCl, en el medio
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ambiente se puede encontrar en forma de gas, es poco inflamable y tiene un
olor ligeramente dulce. Este compuesto fue ampliamente utilizado como
disolvente de aceites, grasas y ceras, era usado como producto de limpieza en
seco, como extintor, plaguicida y en la produccidon de refrigerantes, su uso
como desengrasante es muy poco frecuente y actualmente ya no es utilizado
como extintor, plaguicida o en la produccién de refrigerantes, por el alto
porcentaje de toxicidad que presenta, la figura 10 muestra la estructura
molecular del CCl, (ATSDR, 2005).

4

Figura 9. Molécula del tetracloruro de carbono

1.2.1.1Toxicidad del tetracloruro de carbono

La hepatotoxicidad de CCl; segun Recnagel y Cols. (1989) va depender en su
mayoria, de una cascada de eventos secundarios iniciados por su metabolismo,
este compuesto no solo va atacar al higado, Zakim y Boyer (2006)
identificaron efectos neurotéxicos, el CCl, suprime al sistema nervioso
provocando alucinaciones.

El CCl, puede ser absorbido via respiratoria, oral y dérmica, este se elimina a
través de la orina o la exhalacion. El Citocromo P450 (CYP) es la enzima que se
encarga de su Dbiotransformacion, participa en diversos procesos
desintoxicantes sin embargo para algunas sustancias la funcion de esta puede
resultar perjudicial para el organismo.

En los mamiferos, el CYP se encuentra presente en la mitocondria y en
diversos tipos de membranas celulares, siendo particularmente abundante en
el reticulo endoplasmico liso, la isoforma CYP2E1 es la que se encarga de
metabolizar al CCl,;, produciendo metabolitos ain mas tdxicos, el triclorometilo

y el cloro son los radicales que se generan tras su bioactivacion, en este caso
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el tetracloruro sufre una desalogenacion (Véase Figura 10) (Orellana vy
Guajardo, 2004).

Cl cl

’ Desalogenacién

Cl (C.Cl mmmmmy I C- + CI-
cl cl

Figura 10. Reaccion de bioactivacion del tetracloruro de carbono por la isoforma CYP2E1

1.2.1.2 Mecanismo de accion del CCl,

El CCl, produce acumulacion de lipidos, este proceso es uno de los principales
durante la intoxicacion, se da una falla en el transporte de lipoproteinas de
baja densidad ricas en triglicéridos hacia el plasma (Recnagel y cols., 1989),
estudios realizados en modelos experimentales, han demostrado acumulacién

de triglicéridos en hepatocitos (Boll y cols., 2001).

El descenso de la sintesis de proteinas se produce rapidamente después de la
intoxicacion con CCl,;, hay una pérdida temprana de la capacidad secuestrante
de calcio en vesiculas microsomales y reticulo endoplasmico (RE), la activaciéon
lisosomal se produce después de aproximadamente 6 hr, la pérdida en la
permeabilidad de la membrana plasmatica de la célula comienza después de
las primeras 4 horas tras su intoxicacién y existe un movimiento pasivo de

Ca’* en las células llegando a la muerte celular (Recnagel y cols., 1989).

I. Esteatosis por CCl,

El tetracloruro de carbono por si mismo va a promover la liberacién de
triglicéridos en tejidos periféricos produciendo depodsitos de grasa, también
induce la solvatacion de lipidos de la membrana plasmatica.

Los metabolitos (Triclorometilo) producidos por accién del citocromo P450

(Isoforma CYP2E1) también son capaces de producir esteatosis.




El triclorometilo va interferir en la sintesis de proteinas al peroxidar el reticulo
endoplasmico rugoso, al interferir en la sintesis no se produciran lipoproteinas
(Este complejo macromolecular es el responsable del transporte de grasas a
todo el organismo), lo que va ocasionar que los triglicéridos no puedan salir de
las células, igualmente va a romper el enlace lipido-proteina de las
lipoproteinas ya sintetizadas asi como alterar la capacidad de los hepatocitos

para ligar a éstas triglicéridos (Zakim y Boyer, 2006) (Véase figura 11).

II. Necrosis celular por CCl,

El tetracloruro de carbono va alterar la permeabilidad de iones ocasionando
dafio en la membrana plasmatica y con ello modificacion del ambiente
intracelular provocando necrosis.

El triclorometilo (radical libre producido tras la bioactivacion del CCl, por
CYP2E1), va afectar a los lipidos de la membrana plasmatica ocasionando
modificaciones en el ambiente intracelular, al producir 2° radicales libres tras
la peroxidacion del reticulo endoplasmico genera una alteracion en el
metabolismo del ciclo de Krebs y en la fosforilacion oxidativa originando que no
exista sintesis de ATP, igualmente estos 2° radicales van a danar la membrana
de los lisosomas originando la liberacion de enzimas hidroliticas y proteoliticas
encargadas de la digestion celular (Zakim y Boyer, 2006) (Véase figura 12).
Otra de las causas importantes de muerte celular por necrosis, es el aumento
de calcio®* citosdlico, al dafiarse las membranas plasmaticas, se generan
efectos en los canales de calcio provocando que el Ca®* citosdlico extracelular
entre, de la misma manera el calcio no puede salir de la célula, también al
lesionarse el RE, el calcio secuestrado por este organelo se libera, el aumento
en la concentracién de Ca’* sistdlico libre como segundo mensajero podrian
iniciar una serie de cambios patoldgicos como activacion de enzimas
hidroliticas y otras como la deshidrogenasa del ciclo de Krebs y la xantina
deshidrogenasa que forma especies reactivas de oxigeno, el aumento de Ca**
también va a provocar dafo a microfilamentos con ello se forman vesiculas en

la superficie celular que predispone la ruptura de la membrana, el contenido de

32




,_.-'-‘f@}

CONACYT

Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia

reversible de la

Ca** en la mitocondria ocasiona un desacoplamiento
fosforilacion oxidativa y con ello la disminuciéon de las reservas energéticas.

Esta serie de eventos a causa de la elevacidn en la concentracién de Ca?**
citosdlico son los responsables de la muerte celular (Recnagel y cols., 1989).

ccla \
Lesion en la membrana

plasmética

Reticulo
endopldsmico
rugoso

Metabolito
l Sintesis de Cccl3

proteinas

Distersidn en el
ambiente
intracelular

Lesién en
mitocondria y
lisosomas

l Lipoproteinas Disrupcion en la ligadura
de Lipoproteinas

NECROSIS

Depdsitos de l Salida de
grasa periportal lipidos

(Zakim y Boyer, 2006)

Figura 11. Mecanismo de accién del CCl,

Otros efectos atribuidos a la exposicion cronica a este téxico son: dermatitis
por destruccion de la grasa de la piel, polineuritis, déficit visual, parkinsonismo

y depresion de médula ésea (Asqui-Laldn, 2012).
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Antecedentes

1.3 Reversion de cirrosis

Las células estelares hepaticas, al ser responsables de la acumulacién de fibras
de coladgeno, se han convertido en blanco terapéutico para la reversidon de
cirrosis. Investigaciones realizadas por Oben y cols. (2003), han demostrado
que Inhibidores del Sistema Nervioso Simpatico (SNS) reducen notablemente
la cirrosis hepatica inducida experimentalmente, demostraron que las CEHs
proliferan y expresan ARNm de coldgeno en respuesta a neurotransmisores del
SNS.

Dado que HSC también expresan proteinas neurogliales estereotipadas, poseen
vesiculas sinapticas, y estan inervados por fibras autondémicas (Cassiman vy
cols., 1999).

Oben y cols. (2004) estudiaron la posibilidad de que las CEHs produjeran
neurotransmisores para autorregular su proliferacion y activacion.

Estudios microscépicos por Ueno y cols. (1997) han demostrado que las CEHs
estan en contacto con las fibras nerviosas en el higado humano (véase figura
12)

En una investigacion se identificd que las CEHs expresan receptores Alfa/beta
adrenérgicos funcionales cuya estimulacion con noradrenalina provoca su
activacion (Oben y cols., 2004). Todas estas evidencias en cuanto a su
localizacidon, la cercania que tienen con fibras nerviosas, los receptores a
neurotransmisores que expresan y las similitudes que tienen con células
nerviosas indican la posibilidad de que con el uso de alfa/beta bloqueadores
adrenérgicos podria disminuir su actividad y con ello la produccién de

componentes de la MEC responsables del dafio al higado.

Oben y cols. (2004) en sus estudios demostraron que el prazosin (antagonista
a adrenérgico) y propanolol (antagonista B-adrenérgico) al ser inducidos en
cultivo de células estelares hepaticas de ratéon y rata, disminuian de manera

significativa su proliferacion y activacion.
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El carvedilol medicamento alfa/beta bloqueador no selectivo, también ha sido
probado en la reversién de la fibrosis hepatica demostrando efectos
antifibroticas en modelos de rata tratados con CCl, (Hamdy y El-Demerdash,
2012).

La reversion de cirrosis es y ha sido un tema que se ha investigado, las nuevas
evidencias encontradas con respecto a las células estelares hepaticas, han
generado la posibilidad de hacer uso de alfa/beta adreno bloqueadores como

una nueva terapia a esta patologia.

(Ueno y cols., 1997)

Figura 12. Micrografia electrénica que muestra la relacion entre las CEHs y las terminaciones nerviosas en

el higado humano normal, las terminaciones nerviosas (flechas) se localizan cerca de las CEHs (S). Si:
sinusoide, H: hepatocitos.

El carvedilol al igual que el propanolol y el prazosin es un farmaco con
actividades a y B blogueantes, ademas posee propiedades antioxidantes.
Hamdy y El-Demerdash en el 2012, observaron que el uso de este farmaco
utilizado en modelos experimentales de rata con lesion hepatica disminuia los
niveles de Alanino aminotransferasa y Aspartato deshidrogenasa, dos enzimas

gue se encuentran en higado y que tras una lesion son liberadas a la sangre.
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Es conocido que durante una lesién hepatica los niveles de antioxidantes
descienden, Hamdy y El-Demerdash (2012), demostraron que los niveles de
glutation (principal antioxidante del organismo), se reestablecian, todos estos
acontecimientos ayudaron a la disminucién de fibras de coldgena por lo que
estos investigadores atribuyeron funciones antifibréticas al carvedilol debido a
sus efectos antioxidantes, sin embargo, es posible suponer que su efecto
también se deba a su principal funcion, la cual es de adrenobloqueador, pues
como ya se ha mencionado, las principales células fibrogénicas (CEHs), poseen
adrenoreceptores los cuales al ser estimulados provocan la sintesis de MEC
(Oben y cols., 2004).

La Doxazosina es un agente bloqueador de los receptores alfa 1 adrenérgicos
capaz de reducir la resistencia vascular periférica sin influir en la frecuencia
cardiaca ni en el gasto cardiaco (Carretero, 2002), este medicamento fue
probado experimentalmente en ratas con fibrosis cardiaca, lo que se observo
tras su administracion la produccién de fibras de colagena aortica disminuia
notablemente indicando la posibilidad de que los adrenobloqueadores estan
involucrados en la inhibicidon de la sintesis de matriz extracelular (MEC),
durante el estudio realizado por Perilini y cols. (2005), también fue usado
propanolol un beta-bloqueador adrenérgico, el uso de ambos en tal estudio
ayudo a que se reestablecieran los valores normales de la MEC.

La doxazosina se probd en un estudio realizado por Munoz-Ortega y cols.,
(2015), observando un efecto benéfico contra cirrosis hepatica, también se ha
demostrado que en otros érganos como el corazén, ayuda a la disminucion de
matriz extracelular (Perilini y cols., 2005); el carvedilol, como se menciond, ha
sido usado experimentalmente en la reversién de cirrosis y es alfa 1
adrenobloqueador al igual que la doxazosina, por lo tanto, es importante
generar mas informacién acerca del efecto que tiene este medicamento contra

la cirrosis hepatica.
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2. Planteamiento del problema.

Actualmente el indice de mortalidad ocasionado por enfermedades hepaticas
como la cirrosis va en aumento por lo que es considerada como la quinta causa
de muerte a nivel mundial, a pesar de los avances cientificos no existe algun
tratamiento para su cura por lo que el presente estudio tiene como objetivo
identificar si los alfa/beta adrenobloqueadores (carvedilol y doxazosina)
pueden ser posibles candidatos para inducir la reversién de cirrosis.

2.1 Pregunta de investigacion

¢El uso de alfa/beta adrenobloqueadores (Doxazosina y carvedilol), podran
tener efectos benéficos en la reversion de cirrosis inducida con tetracloruro de

carbono en hamsteres?
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2.2 Objetivo general

Estudiar el efecto de los a/pB adreno-bloqueadores doxazosina y carvedilol en la
reversion de la cirrosis hepatica en hamsteres inducidos con CCl,.

2.2.1 Objetivos particulares

e Establecer un modelo de cirrosis hepatica y las condiciones para su

reversion.

e Demostrar la eficiencia de los a/f blogueadores (doxazosina vy

carvedilol) en la disminucion de depdsitos de colagena y posible

recuperacion de la estructura histoldgica hepatica tras el dafio.

e Cuantificar células estelares hepaticas activadas mediante Ia

identificacion de alfa-actina de musculo liso (a-SMA).

o Identificar la expresion de marcadores de fibrosis hepatica.

]
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2.3 Justificacion.

El higado es un érgano vital del cuerpo humano y de gran interés bioldgico

debido a las funciones que realiza.

Actualmente existen varios factores implicados en el dafio al higado y que han

llegado a provocar patologias como fibrosis, cirrosis y hepatocarcinoma.

La cirrosis hepatica, es una enfermedad que cuenta con un alto indice de
mortalidad a nivel mundial, posicionandola en el quinto lugar; en el afio 2012
se conocia como la sexta causa de muerte en México y era la responsable de
mas de 28 mil decesos; el alcohol, higado graso no alcohdlico y virus de la
hepatitis B y C representan las principales causas de este padecimiento segun

datos obtenidos por Gomez-Mena (2012).

A pesar de los avances cientificos, no existe un tratamiento para esta afeccion,
por lo que este proyecto propone establecer un modelo de cirrosis hepatica en
el hamster justamente por las semejanzas fisioldgicas e histologicas que
presenta con el ser humano haciendo uso de tetracloruro de carbono
(sustancia altamente hepatotdxica), posteriormente comenzar la terapia con
alfa/beta adrenobloqueadores (Doxazosina y Carvedilol) y asi poder analizar
los efectos benéficos que pudieran tener dichos medicamentos durante una

lesion hepatica.
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2.4 Hipotesis

El uso de alfa/beta adrenobloqueadores (Carvedilol y doxazosina) en un
modelo experimental de cirrosis hepatica en hamster inducido por tetracloruro
de carbono, reduce la cantidad de matriz extracelular y con ello, el dafio

hepatico.

2.5 Metas

o Inducir cirrosis hepatica en hamsteres (Mesocricetus auratus) con el uso
de tetracloruro de carbono, demostrado a través de la determinacién de
proteinas en suero y cambios histoldgicos en tejido con el uso de técnicas de
tincion (hematoxilina-eosina y Rojo sirio), generando asi las condiciones

idéneas para su posterior reversion.

o Demostrar la eficiencia de doxazosina y carvedilol después del
tratamiento a hamsteres cirrdticos con la identificacion de marcadores de
fibrosis, recuperacién de la histologia hepatica y el restablecimiento de los

valores enzimaticos y protéicos en suero.

. Cuantificar el niumero de células estelares hepaticas activadas a través
de inmunohistoquimica con el uso de anticuerpos para alfa actina de musculo
liso en los diferentes grupos experimentales, con el objetivo de entablar la
relacién existente en la produccidn de fibras de colagena tipo I identificada con
rojo sirio.

o Identificar la expresidn de marcadores de fibrosis (TIMP 2, TGF-B y
metaloproteinasa 13) en los grupos experimentales para corroborar los efectos

benéficos de doxazosina y carvedilol en la reversién de la cirrosis.
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1. Metodologia

3.1 Diseio Experimental

Las pruebas experimentales se realizaron en 26 hamsteres (Mesocricetus
auratus), figura 13, de los cuales, 23 tenian cirrosis hepatica, estos ultimos
fueron seleccionados de una muestra de 70 hamsteres tratados con
tetracloruro de carbono.

Fueron mantenidos en ciclos de luz/oscuridad (12h:12h), la dieta consistio en

trozos de purina y agua (ad libitum).

Los animales fueron tratados de acuerdo con las reglas de la comisién de
bioética de la Universidad Auténoma de Aguascalientes, acorde con la guia NHI
para la investigacion con animales (Guia para el cuidado y uso de animales del
laboratorio). La seleccién de estos, fue por la similitud existente con humanos,
ambos mamiferos cordados y vertebrados (Vallejo, 2012), una de ellas es el

50mg/kg, 2 veces por

metabolismo lipoproteinico el cual es semejante al de los humanos (Navarro y
semana durante 20

cols., 2005).
26 Hamsteres
semanas, intraperitoneal

3 Animales Control 23 animales tratados

I M 3intacto
\\
.

3 Cirrotico

control

5 Placebo

5 Carvedilol

1.2 mgfke
J Doxazosina B
1 meg/kg

Figura 13: Diseiio Experimental: la figura muestra co6mo fueron distribuidos los hamsteres para el

Pruebas

histologicas y
moleculares

5 veces por
semana durante 3
Semanas

5 (Doxazosina (0.23
mg/kg) + Carvedilol
(0.35mg/kg))

desarrollo del proyecto.
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3.2 Modelo de cirrosis hepatica en hamsteres

La induccidon fue con tetracloruro de carbono a una dosis de 50mg/kg, se
trataron un total de 70 hamsteres (Mesocricetus auratus), la tabla 1 muestra la
cantidad suministrada de CCl; segun el peso de los hamsteres, del total de
animales tratados con tetracloruro de carbono (70 hamsteres), sobrevivieron
43, de éstos, 23 fueron seleccionados para este proyecto los cuales como ya se

menciond anteriormente, fueron manejados seglin se muestra en la figura 13.

Tabla 1. Valores de pesos en hamsteres para tratamiento con CCl, y la

cantidad respectiva del toxico a administrar.

Grupos Rango de Promedio de Volumen a
hamsteres peso (grs.) peso administrar
(n=14) (grs.) (ml.)
1 109-120 114.5 = 115 0.15
2 130-145 135 0.18
3 150-160 155 0.2
4 160-170 175 0.25
5 170-180 175 0.25

La administracion de CCl,; fue por via intraperitoneal 2 veces por semana
durante 20 semanas, tiempo fundamental para lograr cirrosis hepatica segun
Mufoz-Ortega y cols. (2015). Posteriormente a ello se sacrificaron 3 animales
para corroborar que el grado de cirrosis correspondiera al estadio 4 segun la
escala metavir el cual ayudd como base para el tratamiento de reversion. Se
utilizd pentobarbital para anestesiar utilizando 20 unidades/animal con una
concentracion de 0.63 gr/ml, enseguida fue extraido el tejido hepatico vy
posteriormente se dividié en secciones para llevar a cabo pruebas histoldgicas
(hematoxilina y eosina, rojo sirio e inmunohistoquimica) y moleculares para la

valorar la expresion de marcadores de fibrosis, también se extrajo sangre para
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realizar pruebas de funcidn hepatica identificando transaminasas (AST y ALT) y

albumina en suero, aproximadamente 2 a 3ml de sangre.

3.3 Tratamientos con doxazosina y carvedilol

Una vez comprobado el dafo (Cirrosis), se realizé la administracién de
doxazosina, carvedilol y la sinergia (carvedilol + doxazosina), se utilizd una
dosis de 1mg/kg de doxazosina, 1.2 mg/kg de carvedilol y para la sinergia
0.23 mg/kg de doxazosina y 0.35 mg/kg de carvedilol, los tratamientos se
suministraron por 3 semanas dejando descansar sabados y domingos, el
suministro fue de manera oral de acuerdo a la propuesta para el modelo de

reversion hepatica.

3.4 Sacrificio de los animales

Los animales de cada uno de los grupos fueron sacrificados usando
pentobarbital para anestesiar, se utilizaron 20 unidades/animal con una
concentraciéon de 0.63 gr/ml, antes del sacrificio se tomaron 3 ml de sangre
mediante puncién cardiaca, una vez llevado a cabo esto, se procedid con el
sacrificio y diseccién del higado, las muestras obtenidas (tejido y sangre) se

usaron para realizar pruebas histoldgicas, moleculares y de funcién hepatica.

3.4 Procesamiento de muestras bioldgicas

Una vez que el higado fue extraido de los diferentes grupos, se lavdo con
solucién salina al 0.9%, aproximadamente 1.5 cm?® de tejido fue colocado en
formalina neutra al 10% y 1.5 cm® mdas en glutaraldehido al 2.5% para la
realizacidon de pruebas histoldgicas, aproximadamente 0.5 cm?® fue obtenido
para extraccion de RNA inmediatamente después del sacrificio, cabe mencionar
gue para esta técnica se almacend otra porcidén de tejido de aproximadamente

1 cm?® en nitrégeno liquido, para posibles repeticiones. Por ultimo, otro
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conjunto de muestras, fueron almacenadas a -20° centigrados, las cuales se
destinaron para extraccion de proteina y western blot.
La sangre extraida de cada animal fue utilizada para llevar a cabo pruebas de

funcién hepatica.

3.5 Procesamiento de tejidos

3.5.1 Procesamiento de tejidos en parafina

Las muestras se deshidrataron e incluyeron en parafina utilizando el
Histoquinet Thermo Scientific Microm modelo STP 120, posteriormente se
incluyeron en bloques de parafina y realizaron cortes de 5 pym de espesor con

un micréotomo de rotacion (Leica RM 2125RT).

3.5.2 Técnicas histoldgicas

3.5.2.1 Tincién Hematoxilina-Eosina (H-E)

Para la tincidn H-E de los tejidos se realizé la metodologia segun Luna (1968),
con algunas modificaciones. Los cortes de tejido fueron hidratados para su
tincion con hematoxilina y eosina, 10 y 1 minutos respectivamente, una vez
que los tejidos fueron tefiidos, se deshidrataron para su montaje en Entellan®

y su posterior observaciéon al microscopio.

3.5.2.2 Tincién Rojo Sirio y su andlisis con microscopia de polarizacion

La tincion rojo sirio es una técnica con la cual se pueden identificar fibras de
colagena, con ella se examind el contenido de colagena en los diferentes
grupos experimentales y posteriormente se cuantificé coldgena tipo I por ser
esta la responsable de formar tabiques fibréticos; cortes de tejido de 5 micras
se hidrataron para tefiirse con hematoxilina de weigert por 10 minutos y

posteriormente se incubaron con rojo sirio picro por una hora, finalmente se
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deshidrataron y montaron en Entellan ® para poder observarse en el

microscopio de luz polarizada (Luna, 1968).

3.5.2.3 Localizacion de antigenos: inmunohistoquimica para deteccion de células

estelares hepaticas activadas

Se realizd la técnica inmunohistoquimica segun Ventura-Judrez y cols., (2002),

para la identificacion de células estelares hepaticas activadas, como primer

anticuerpo se utilizd a-actina de musculo liso (a-SMA), dilucién 1:500, y se

dejé incubar durante 24 horas en camara humeda a 4°C, después se utilizé un

dual anti conejo y anti raton como anticuerpo secundario de Dako Envision

marcado con peroxidasa, para el revelado se utilizé 3,3’-diaminobencidina
(Sigma Aldrich D-8001) diluido 1:10 en buffer de sustrato de peroxidasa 1X

(Pierce 1.855.910), en la tabla 2 se encuentran las caracteristicas de los

anticuerpos primarios y secundarios.

Tabla 2. Anticuerpos Primarios y Secundarios utilizados

Anticuerpo Host Catalogo Lote Marca
TGF-B Raton anti-humano H2614 1003KS088 PreProTech
a-SMA Conejo ab5694 GR192555-1 AbCam
B-Actina Conejo ab69512 103M4826V  AbCam
IgG Cabra anti-Conejo ab6722 026M4782V | AbCam
IgG Cabra anti-Raton a3688 050M6017 Sigma
Dual Dako Dual anti conejo y K4061 10068287 Dako
Envision ratén

3.7 Técnicas moleculares

3.7.1 Western blot

Dilucion
1:1000
1:1000
1:2000
1:500
1:500
1:1

La técnica Western blot fue realizada para obtener la expresion del factor de

crecimiento transformante beta, alfa actina de musculo liso y beta actina,
utilizando anticuerpos para TGF-B (dilucion 1:1000), a-SMA (diluciéon 1:1000) y
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B-Actina (dilucién 1:2000), y anticuerpo secundario IgG fosfatado (dilucion
1:500), revelado con fosfatasa alcalina (Sigma B5655) Véase tabla 2 para
anticuerpos primarios y secundarios. Se realizd primeramente una extraccion
de proteinas tomando aproximadamente 100 mg de tejido congelado a -20 °C
para luego realizar su cuantificacion por el método de Bradford, midiendo su
absorbancia a 595 nm en espectrofotémetro y finalmente se realizdé el Western
blot segun Towbin y cols., 1979 con algunas modificaciones. Para la
cuantificacion de la expresion de dichas proteinas, se utilizd el programa

Imagel realizando un anélisis densitométrico.

3.7.2 Extraccion de ARN

La extraccidn se realizd posterior al sacrificio de animales a partir del tejido
hepatico del cual se tomaron aproximadamente 300 mg de muestra, la
extraccidon se realizé con el kit SV Total RNA Isolation System numero Z3100
de Promega, siguiendo el protocolo del fabricante, el RNA obtenido fue
cuantificado y almacenado a - 81°C hasta la realizacion de la retro

transcripcion.

3.7.2 Retrotranscripcion de ARN

La transcripcion inversa se realizé usando el kit Go Script Transcription System
RFF A500 de Promega, siguiendo la metodologia del fabricante con algunas
modificaciones, se tomdé 1 pg por reaccion de ARN y se colocaron en el

termociclador Techne Genius para la conversién del ARN a cADN.

3.7.3 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Para medir la expresién de TIMP-2 y MMP-13 se realizé una PCR utilizando el
kit PCR reaction mix de Sigma (R2523) siguiendo la metodologia del
fabricante, se tomdé 1 ug de cDNA por reaccién para obtener la expresion
utilizando el termociclador Techne Genius, la cuantificacién fue realizada por

medio de un analisis densitométrico utilizando el programa Imagel.
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Las metodologias de los diversos procesos realizados se encuentran explicadas

detalladamente en Apéndice.

3.8 Analisis estadistico

Se realizé un analisis estadistico tomando como referencia muestras de 5
animales por grupo experimental, los resultados fueron analizados mediante
ANOVA vy prueba Tukey usando el programa Graph Pad Prism version 5, los
datos fueron expresados en términos de media £+ SEM de 4 experimentos

diferentes con una n=3, se tomd una p < 0.05 con una diferencia significativa.
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4. Resultados

4.1 Cirrosis hepatica en hamsteres inducidos con tetracloruro de
carbono y eficiencia de los alfa/beta adrenobloqueadores en el
tratamiento contra cirrosis hepatica.

4.1.1 Porcentaje de mortalidad en hamsteres tratados con CCl,,

Se observé una disminucion del peso corporal de los hamsteres tratados
con CCl,, el indice de mortalidad durante el modelo de cirrosis establecido, fue
muy alto aproximadamente del 40% (grafica 1), lo que puede indicar fallas

hepaticas agudas.

% de Mortalidad en Hamsteres

Ene Feb Mar Abril May Jun

Grafica 1: Porcentaje de mortalidad de animales tratados con tetracloruro de carbono. El

porcentaje de mortalidad tiende a aumentar conforme va pasando el tratamiento con CCl,.

4.1.2 Cambios fisicos en hamsteres tratados con CCl,.

Durante el experimento se observd que los hamsteres sometidos con el
tetracloruro de carbono, mostraron cambios fisicos como un aumento en
volumen de testiculos y abdomen indicando acumulacién de agua,
caracteristica clinica importante de la cirrosis hepatica conocida como ascitis
(Figura 14).
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Figura 14: Cambios fisicos en hamsteres, efecto del dafio hepatico. Aumento del volumen en
abdomen vy testiculos en Hamster tratado con CCl, (Flecha amarilla).

La ascitis se define como la acumulacion patoldgica de liquido en la cavidad
peritoneal. La causa principal de ascitis es la cirrosis hepatica (Bellota y Cols.,
2012).

4.1.3 Descripcion morfoldgica de la arquitectura hepatica. Cambios fisicos del

higado cirrético del hamster

El higado cirrético control obtenido del hamster tratado con CCl, sufrioé diversas
transformaciones caracteristicas de la cirrosis hepatica; se observé disminucién
de tamano, cambios de coloracion, alteraciones en su estructura e
identificacion de nddulos de regeneracion en su superficie (figura 15 (b)), por
el contrario, el higado obtenido del hamster intacto mostré una coloracién
rojiza prueba del correcto funcionamiento del flujo sanguineo, el tamafio y la
estructura no presentaron deformaciones aparentes indicando el buen

funcionamiento del higado (figura 15 (a)).
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Figura 15: Estructura morfolégica en higado cirrético e intacto del hamster. a) Cambio en coloracion
y estructura del higado en hamster tratado con tetracloruro de carbono, nddulos de regeneracion observados
(flecha blanca) y grasa en algunas partes del higado (flecha amarilla). b) Coloracidon rojiza en higado,

indicador de buena circulacidon sanguinea, estructura adecuada sin cambios morfoldgicos aparentes.

4.1.4 Pruebas de funcién hepatica en grupos experimentales.

En este trabajo se determind la expresién de las transaminasas ALT y AST,
ambas enzimas citoplasmaticas de los hepatocitos, las cuales tras una lesidon
en el higado son vertidas en sangre provocando que aumenten en suero
(Martin y Molina, 2010). Nuestros resultados mostraron que los animales
tratados con CCl,; presentaron un aumento en las transaminasas respecto a
todos los grupos tratados incluyendo el intacto (grafica 2), los grupos
doxazosina, carvedilol y doxa+carve reestablecieron sus valores respecto al
intacto, indicio importante de la mejora en la funcién hepatica, el grupo
placebo también mejord sus valores sin embargo los grupos tratados con los

alfa/beta adrenobloqueadores mostraron una mayor eficiencia.
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Grafica 2: Alteraciones de las transaminasas en suero. a) Alanino amino tranferasa (ALT), se observa
un aumento considerable en el grupo cirrético control respecto a todos los grupos experimentales, el grupo
placebo no presenta diferencia significativa respecto al intacto, sin embargo es posible observar una ligera
diferencia respecto a los grupos tratados (Doxazosina, carvedilol y Doxa+carve), existe recuperacion
endogena sin embargo los medicamentos aceleran esta recuperacion. b) Aumento sérico importante de
Aspartato amino Transferasa en grupo cirrético control respecto al intacto y a los grupos tratados. Las barras

representan la media de cada grupo experimental £+ desviacion estandar (n=3, * p<0.05).

La albumina es una proteina sintetizada en el higado, al existir una lesidon
hepatica, sus valores normales en suero se ven disminuidos, es por ello que se
le conoce como un marcador de dafo hepatico, la grafica 3 muestra los valores
normales de esta proteina obtenidos de hamsteres intactos, en el grupo
cirrético control, la albimina disminuye y no tiene diferencia significativa con el
grupo placebo lo que indica que la regeneracién endégena no ha sido eficiente,
los grupos tratados con los adrenobloqueadores doxazosina y carvedilol, si
mejoraron la sintesis de esta proteina de forma muy similar al intacto
principalmente el grupo tratado con la sinergia de los medicamentos pues los
resultados de este grupo son casi iguales al intacto, esto comprueba la
efectividad de los adrenobloqueadores en la restitucidon de la funcidon hepatica.

54




«£\03D auy,

{0

Suascane

7es pwo®

CONACYT

Albumina

Grafica 3: Disminucion de Albamina en Grupo cirrético control contra grupos tratados. Decremento
importante de los valores séricos de albumina en grupo cirrético control respecto al intacto y grupos

tratados. Representacion de la media de cada grupo experimental £ desviacion estandar (n=3, * p<0.05).

4.1.5 Alteraciones morfoldgicas en tejido hepatico de grupo cirrético y

recuperacion histoldgica endégena y con los alfa/beta adrenobloqueadores.

El tetracloruro de carbono provoco lesiones en el tejido hepatico del hamster
causando muerte celular, la tincion realizada con Hematoxilina-Eosina (H-E)
muestra en el grupo cirrético control, disminucién de hepatocitos, distorsion en
tejido, infiltrado celular y algunas formaciones de fibras de colagena
distinguidas por un cambio en la coloracion (figura 16 (b)), el grupo intacto
tiene una estructura microscépica de tejido adecuada con formacién de
cordones de hepatocitos intactos sin algun aparente dafio celular (Figura 16
(a)), se puede observar la diferencia existente entre el grupo cirrético control y
el intacto donde se aprecia claramente un dafo importante en el cirrético. En
el grupo placebo se percibe infiltrado celular lo que indica procesos
inflamatorios presentes, hay células posiblemente con esteatosis afectando su
funcionamiento, en este grupo aun existe dafio en el tejido, no tan grave como
en el cirrético control, sin embargo, no ha logrado revertir por completo el
dafio ocasionado por el CCl, (Figura 16 (c)), el tratamiento con alfa beta

adreno blogueadores ayud6 a mejorar la estructura del tejido hepatico; en los
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diferentes grupos tratados con doxazosina y/o carvedilol, el grupo tratado con
carvedilol muestra una mejoria en su histologia, se distinguen unos pocos
cordones de hepatocitos, aun existe contenido de fibrosis, sin embargo es
menor al observado en el placebo, se distinguen células inflamatorias pero la
cantidad es menor (figura 16 (e)), el grupo doxazosina, aparentemente tuvo
una mejoria mayor al carvedilol pues la organizacién celular presente es muy
similar al intacto, la fibrosis ya no es tan prominente y con poco infiltrado
inflamatorio, se distingue una formacidén adecuada de hepatocitos (figura 16
(d)), finalmente el grupo doxa+carve perteneciente a la sinergia, mostré las

mejores caracteristicas histoldgicas pues este regenerd casi por completo el

tejido hepatico expresando caracteristicas semejantes al intacto (figura 16 (f)),

Figura 16: Estructura histolégica de higado cirrético, tratados con alfa/beta adrenobloqueadores,
placebo e intacto de hamster teiido con H-E. a) Intacto. Estructura adecuada de tejido hepatico,
codones de hepatocitos intactos (flecha negra). b) Grupo cirrético control con dafio importante en higado,
infiltrado inflamatorio (punta de flecha azul), tabiques de fibrosis (flecha amarilla), acumulaciéon de
eritrocitos por un posible aumento de presion de la vena porta (flecha negra). c) Placebo. Espacios fibroticos
(Flecha amarilla), contenido moderado de células inflamatorias (flecha negra), formacion de cordones de
hepatocitos (flecha azul). d) Doxazosina. Pocas células inflamatorias (flecha azul) e) Carvedilol. Células
inflamatorias (flecha amarilla), cordones de hepatocitos presentes. f) Doxa+Carve, Cordones de hepatocitos
(flecha negra).
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4.1.6 Determinacion de colageno tipo I en cirrosis hepatica en hamsteres vy
durante el tratamiento con doxazosina y carvedilol

Las proteinas colagenas, son los principales elementos estructurales de la
matriz extracelular, proporcionan la forma, fuerza y flexibilidad de los tejidos,
en el higado vamos a encontrar principalmente coldageno tipo I y III, al existir
una lesidon hepatica, la colagena tipo I se sobreproducird y esto provocara que
se forme fibrosis hepatica (Poonkhum y cols., 2001); la colagena tipo I es uno
de los marcadores mas importantes de cirrosis hepatica

La produccién de coldgeno es claramente apreciada en la figura 17 con tincion
rojo sirio y observada a través de microscopia de luz polarizada

El tipo de colageno encontrado en mayor concentracion para todos los grupos
experimentales es tipo I (Fig. 17).

El grupo cirrético control mostré un contenido de colageno tipo I y III
importante (figura 17 (b)); la produccion exagerada de estas proteinas
principalmente colageno tipo I, generd un dafio mayor a las células hepaticas.
Con la tincion rojo sirio se pudo confirmar la lesidon ocasionada por CCl,.

Al comparar el grupo intacto con el cirrético (figura 17 (a)), se observd que la
produccion de estos componentes es normal, sin embargo, durante la lesion,
se demostré que ambos tipos de colageno son sobre producidos, segun la
recuperacion enddgena presentada en la figura 17 (c), existié una disminucién
en la cantidad de colageno I y III sintetizada en comparacién con el cirrético
control, sin embargo, se logré apreciar que la concentracidon aun es elevada al
compararse con el intacto, los grupos tratados con los alfa/beta adreno
bloqueadores (figura 17 (d) y 17 (e)) también disminuyeron la cantidad de
colageno I y III, el grupo de doxazosina mostré aparentemente menor
proporcidon respecto al grupo tratado con carvedilol, lo que pudiera indicar que
la doxazosina inhibe a las células estelares hepaticas activadas, la figura 17 (f)
representante del grupo Doxa+carve, mostré una concentracién de colageno
tipo I similar al grupo intacto.

La figura 17 (g) presenta la cuantificacion del grosor de colageno tipo I

distribuida alrededor de vena porta o vena central, el grupo intacto tubo una
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cantidad menor a todos los grupos experimentales, principalmente al cirrético
control y placebo; el grupo placebo no presentd diferencia significativa
respecto al cirrético control, esto indicd que este grupo no regeneré de forma
efectiva el tejido hepatico, este resultado se confirma con la diferencia
significativa que presentd con los grupos tratados con doxazosina y/o
carvedilol. Los grupos tratados con los alfa/beta adrenobloqueadores no
presentaron diferencias significativas con el intacto indicio importante de la
reversion del dafio en tejido hepatico; la sinergia con los medicamentos, fue la
gue logro los mejores valores en cuanto a la cuantificacion de colageno tipo I,

pues restituyo los valores de esta proteina casi igual al intacto.

a) Intacto b)._cirréti_cq Control c) Placebo

s

d) Doxazosina ¥ z i f) Doxa+Carve
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Figura 17: Fibras de colageno distribuidas alrededor de vena porta y central en tejido de grupos
experimentales, tincion Rojo Sirio microscopia de luz polarizada. a) Intacto, Colagena tipo I (flecha
roja) y colagena tipo III (flecha Amarilla) organizada alrededor de vena central, 40x. b) Cirrético control,
Acumulacidon de coldgena alrededor de vena central (VC), mayor concentracién de colagena tipo I (flecha
roja) y poca concentracion de colagena tipo III (flecha amarilla), grosor de fibras de coldgena mayor al
grupo intacto, 40x. c) Placebo, disminucidon del grosor y la cantidad de colagena encontrada en tejido, el
tipo de colagena representativo es I (flecha roja). d) Doxazosina, Contenido de colagena tipo I (punta de
flecha azul) similar al presente en intacto, 40x. e) Carvedilol, contenido de coldgena abundante tipo I
(flecha amarilla) y III (flecha roja), pero menor al grupo placebo, 40x. f) Doxa+Carve, Colagena tipo I
encontrada en grupo tratado con sinergia de alfa/beta adreno bloqueadores (flecha amarilla), proporcién
similar al grupo intacto, 40x. h) Grosor de colageno tipo I en vaso, valores encontrados en grupos
experimentales del grosor encontrado alrededor de vena central y portal, disminucion importante de
coldgena en grupos tratados respecto al cirrético control sin diferencia significativa respecto al intacto, el
placebo muestra diferencias significativa con intacto y doxa+carve. Representacion de la media de cada

grupo experimental £+ desviacion estandar (n=3 muestras de tejido por grupo experimental, * p<0.05).

El grosor de las fibras de colageno principalmente tipo I encontrado en
parénquima, se aprecia en la figura 18, el grupo intacto mostré pocas zonas
con contenido de colageno tipo I y III (figura 18(a)), el cirrético control cuenta
con un grosor considerable respecto a todos los grupos experimentales,
indicando el dafio que ha sufrido el tejido hepatico (figura 18(b)), el grupo
placebo disminuy6 el grosor de colageno tipo I, sin embargo, aun sigue siendo
una cantidad considerable respecto al intacto, en los animales tratados con los
medicamentos alfa-beta adrenobloqueadores también se ha disminuido el
grosor de las fibras de colageno tipo I, la sinergia (Doxa+Carve) casi logra
restituir el tejido al contener aparentemente concentraciones de colageno de
similares al intacto (18 figura (d-e)), este patrén se observa con mayor
claridad en la figura 18(g), donde vemos en la cuantificacién como todos los
grupos experimentales disminuyen el grosor de las fibras de colageno tipo I
encontrado en el tejido respecto al grupo cirrético control. Los valores de la
sinergia doxa+carve fueron muy similares al intacto por lo que este
acontecimiento es una muestra de la efectividad que tienen ambos

medicamentos cuando son suministrados a la par.
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a) Intacto b) Cirrético Control c) Placebo

d) Doxazosina : e) Carvedilol f) Doxa+Carve

Figura 18: Fibras de colageno distribuidas en tejido de grupos experimentales, tincion Rojo Sirio
con microscopia de luz polarizada. a) Intacto, Colagena tipo I (flecha roja), poca concentracién y grosor
bajo, 20x. b) Cirrético control, Grosor de colagena tipo I abundante, dafio importante en tejido, 20x. c)
Placebo, disminucion del grosor y la cantidad de colagena encontrada en parénquima, el tipo de colagena
representativo es I (flecha roja). d) Doxazosina, disminucion del grosor de colagena tipo I (flecha roja),
20x. e) Carvedilol, grosor de colageno tipo uno menor que grupo cirrdtico y placebo (flecha roja), la flecha
amarilla representa poco contenido de colagena tipo III, 20x. f) Doxa+Carve, Colagena tipo I (flecha roja)
proporcion similar al grupo intacto, 20x. g) Grosor de colagena laminar, comparacién de grosor de
colagena en parénquima identificado en todos los grupos, aumento de los valores en el grupo cirrotico,
restablecimiento en grupos tratados y placebo sin diferencia significativa respecto al intacto, Representacion
de la media de cada grupo experimental * desviacion estandar (n=3 muestras de tejido de cada grupo

experimental, * p<0.05).
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El proceso de reversidn de cirrosis se comprobd con la cuantificacién del grosor
de fibras de coldgeno tipo I y lo observado en la figura 16, 17 y 18 donde
claramente se identific6 que los grupos tratados con alfa/beta
adrenobloqueadores restituyen en gran medida el tejido hepatico, todo esto
sugiere la eficiencia que estdn presentando estos medicamentos en la

reversion de cirrosis hepatica en hamsteres.

4.2 Identificacion y cuantificacion de células estelares activadas

Las células estelares hepaticas activadas, son una poblacién celular encontrada
en tejidos hepaticos danados, normalmente estas células se encuentran en
estado quiescente en el higado funcionando como almacenadoras de retinol y
son conocidas como células estelares o células del ITO, cuando existe alguna
lesion hepatica, son estimuladas hacia una diferenciacion parecida a
miofibroblastos convirtiéndose en las principales productoras de colageno tipo
I, En nuestra investigacion, las células estelares hepaticas activadas, se
identificaron por medio del marcador a-sma (figura 19) a través de
inmunohistoquimica donde observamos en el grupo intacto, placebo y tratados
con alfa/beta adrenobloqueadores, una distribucion muy similar, fueron
localizadas principalmente alrededor de la vena central o portal, en estas zonas
es donde se encontraron los depdsitos de coldgena, corroborando asi, la
actividad de las CEHs activadas. El grupo cirrotico muestra una expresion
mayor pues su actividad se encuentra elevada por el dafo hepatico ocasionado
por el CCl, (Figura 19(b)).

La expresion de a-SMA se realiz6 por Westernblot, se observd la diferencia
encontrada en los grupos experimentales demostrado en la figura 20(a), la
cuantificacion fue realizada por densitometria éptica con el programa Image],
figura 20(b), de esta manera se dedujo la densidad de estas células
fibrogénicas. Se pudo observar que el grupo cirrdtico control tiene una alta
expresion de o-SMA en comparaciéon al grupo intacto, la sinergia de los

medicamentos logrd reestablecer casi por completo los valores de estas
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proteinas en las células estelares hepaticas activadas, igualando los valores
presentes en el grupo intacto; el grupo placebo, doxazosina y carvedilol
también disminuyeron la expresion de a-SMA, estos resultados demuestran
que los tratamientos con doxazosina y carvedilol inhiben la actividad de las

células estelares hepaticas activadas.

Como lo indica la cuantificacidon, se observd que el grupo placebo tiene una
disminucion de la expresién de a-SMA en las CEHs activadas ligeramente
mayor a los tratamientos en particular (figura 20(b)), sin embargo, la
concentracion de colagena encontrada fue mayor en el grupo placebo vs
doxazosina y carvedilol (figuras 17(c), 17(g) 18(c) y 18(g)), esto puede
deberse a la participacion de miofibroblastos pertenecientes al lecho vascular;
segun Knittel y cols. (1999), la participacion de las células estelares hepaticas
activadas en el desarrollo de la cirrosis es diferente dependiendo del tiempo de
la lesién, cuando se inicia el proceso de dafio la participacién de las células
estelares hepaticas activadas es importante, una vez que ya ha continuado la
lesion estas células regresan a un estado quiescente, dejando la participacion
ahora de otras células especializadas en la produccion de colageno
(miofibroblastos), aumentando aun mas la lesion, esta podria ser la razén por
la cual, con el Western Blot las células estelares identificadas fue menor que en

doxazosina y carvedilol (figura 20(b)).
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stelares hepaticas activadas por a-SMA: a) Intactb, células

estelares identificadas alrededor de vena portal (flecha negra). b) Cirrético control, marcado positivo de
células estelares activadas, mayor cantidad en comparacién con todos los grupos experimentales (flecha
negra). ¢) Placebo, marcaje positivo de células estelares organizadas alrededor de vena central y portal
(flecha negra). d) Doxazosina, identificacion de células estelares activadas alrededor de vena central (flecha
negra). e) Carvedilol, marcaje positivo de células estelares (flecha negra). f) Doxa+Carve, marcaje positivo
de células estelares activadas organizadas alrededor de vena central (flecha negra). Magnificacién 20x,

ampliacién 40x.

63




4.2 Identificacion y cuantificacion de marcadores de fibrosis hepatica
en grupos experimentales

4.2.1 Determinacion del Factor de crecimiento transformante beta (TGF-beta)

El factor de crecimiento transformante beta (TGF-beta), es una proteina la cual
durante cirrosis hepatica, su expresion se ve aumentada, se le conoce como
uno de los mediadores mas potentes profibrogénicos, se ha demostrado que
tiene un efecto estimulante sobre las células estelares hepéaticas activadas en
la sintesis de fibras de colageno; durante la investigacion se logré corroborar
los antecedentes que se tienen sobre este factor, la figura 20a muestra como
la expresion del TGF-beta en el grupo cirrético fue mas notable que en los
otros grupos experimentales, el grupo intacto tuvo una expresion muy pobre lo
cual es adecuado pues este grupo pues se encontrd en buenas condiciones, en
el grupo placebo respecto al intacto, fue mayor la expresion, los grupos
doxazosina, carvedilol y Doxa+carve, fueron muy parecidos al intacto,
particularmente la expresiéon en el grupo doxa+carve la cual representa la
mayor semejanza con el intacto a diferencia de todos los grupos
experimentales, esta Uultima correlacion es de suma importancia pues
nuevamente nos demuestra la efectividad de estos medicamentos en la

reversion de cirrosis hepatica.

En la figura 20c se muestra la cuantificacion del TGF-beta respecto a beta
actina a través de densitometria 6ptica, en esta grafica se corrobord lo
observado en el bandeo obtenido por Western blot de la figura 20a, donde la
proporcion de TGF-beta en el grupo cirrético control se encontré muy elevada
respecto al intacto; el grupo doxa+carve mostré una disminucién mayor
respecto a los tratamientos individuales y al grupo placebo, y casi restablecid
sus valores de forma similar al intacto; en los grupos doxazosina, carvedilol y
placebo también se observd disminucion en la concentracion de TGF-beta en
comparacién del grupo cirrotico, indicando la efectividad de los tratamientos

asi como la propia recuperacién endégena mostrada a través del placebo.
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Figura 20. Expresion y Cuantificacion de a-SMA para células estelares hepaticas activadas y TGF-
B: @) Western Blot para a-SMA, TGF-B y B-actina en grupos experimentales. b) Analisis densitométrico de a-
SMA contra B-actina para la identificacion de células estelares. ¢) cuantificacion del factor de crecimiento
transformante beta de grupos experimentales, grupo cirrético control cuenta con una concentracion elevada
respecto a los otros grupos, Doxa+carve disminuyo en mayor concentracion la expresion reestableciendo de
forma muy similar al intacto. Los datos representan la media obtenida de las muestras de cada grupo
experimental £ desviacién estandar de cada uno de los marcadores de cirrosis analizados (n=3 muestras de

tejido por grupo experimental, * p<0.05).
4.2.2 Determinaciéon de la metaloproteinasa 13 (MMP-13)

La MMP-13, es una enzima que tiene como funcién degradar colageno tipo I y
III, durante lesiones hepaticas como lo es la cirrosis hepatica. La expresion de

esta proteina se encontrd disminuida en el grupo cirrético, de la misma manera
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en la cuantificacién por PCR y densitometria, esta enzima estuvo por debajo de
los niveles normales en el grupo cirrético control respecto al intacto; los grupos
placebo y carvedilol, tanto en la figura 21(a) como 21(b), no mostraron una
expresion tan marcada al ser comparada con el grupo intacto, esto puede
deberse a que esta proteina debe de estar en mayor concentracidon para poder
degradar las altas concentraciones de coldageno que fueron producidas durante
la induccidn de cirrosis, el grupo doxazosina al contrario presentd valores muy
similares al intacto, finalmente se observd como el grupo doxa+carve tiene
una expresion menor de MMP-13 en relacion al intacto, posiblemente porque el
proceso de reversion de cirrosis hepatica es mas rapido en este grupo, y lo que
sucede es que esta proteina estd comenzando a reestablecer su expresion,
puede ser que eventualmente en un inicio de la reversidn existia una
concentracion elevada de esta proteina posteriormente esta tuvo que disminuir
drasticamente para ir poco a poco restableciendo su expresién y asi alcanzar

valores normales como en el intacto.

4.2.2 Determinacion del inhibidor Tisular de Metaloproteinasa 2 (TIMP-2)

Los inhibidores tisulares de metaloproteinasas, son proteinas que se encargan
de inhibir la actividad de las metaloproteinasas, durante cirrosis hepatica se
observé que TIMP-2 muestra una expresion mayor en comparacion con
estados normales del higado; en la figura 21(a) y 21(c) se muestra como la
expresion y cuantificacién en el grupo cirrético control fue el doble o mas a casi
todos los otros grupos experimentales, principalmente el intacto, el grupo
placebo fue el Unico que no tuvo diferencias significativas en relacion al
cirrético control; los grupos experimentales tratados con los alfa/beta
adrenobloqueadores presentaron una expresion asi como cuantificaciéon del
TIMP-2 comparable al intacto, estos resultados indican la efectividad de los
medicamentos al restituir casi en su totalidad los valores de esta proteina

después de una lesién en el higado.
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p<0.05).
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7. Discusion

La cirrosis hepatica es una enfermedad conocida por los grandes indices de
mortalidad a nivel mundial, en México, es la sexta causa de muerte y los
principales factores que la provocan son el alcohol, el higado graso no
alcohdlico y la hepatitis B y C, actualmente no existe un tratamiento capaz de
revertirla; existen diversas investigaciones experimentales en modelos de
roedores, donde se ha buscado primeramente conocer a dicha enfermedad y la
serie de acontecimientos que se generar con ella, a raiz del conocimiento de
algunos de las causas que aceleren y agravan el proceso de cirrosis hepatica,
se logrd identificar la participacion de una poblacién celular residente del
higado las cuales son las responsables de la sobreproduccién de fibras de
colageno, este descubrimiento genero la oportunidad de buscar nuevas
terapias para revertir dicha enfermedad. En este proyecto se buscod la
posibilidad de que la doxazosina y el carvedilol, ambos medicamentos
utilizados contra la hipertensidn, pudieran revertir cirrosis hepatica, obteniendo
buenos resultados; la induccidén de cirrosis hepatica fue realizada en un modelo
en hamster tomando como referencia el estudio realizado por Mufioz-Ortega vy
cols., (2015), de la misma manera utilizamos tetracloruro de carbono para el
modelo de cirrosis hepatica, prolongando la induccion a 20 semanas, este
periodo resultd ser el adecuado para que se produjera la enfermedad en los
hamsteres, la dosis fue la misma que utiliz6 Mufoz-Ortega y cols., (2015), la
variacion en el tiempo de desarrollo de cirrosis hepatica respecto al estudio
previo tomado como referencia, pudo deberse a las propias caracteristicas de
los animales, pues van a existir diferencias biologias que pueden ser un punto
importante por el cual existan variaciones en los diferentes modelos
experimentales utilizados en la investigacion cientifica, a pesar del tiempo que
llevo la induccién, se logré desarrollar cirrosis hepatica en los hamsteres
experimentales utilizados en el estudio en base a el dafio observado en el
higado a través de las tinciones realizadas y los marcadores moleculares

analizados, se analizaron 3 muestras de cada grupo para generar resultados
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significativos con el objetivo de disminuir la variabilidad biolégica que presenta

cada animal.

En este estudio como ya se menciond, se utilizd para la reversidon de cirrosis
hepatica, alfa y beta adrenobloqueadores, anteriormente se habian utilizado
diferentes tipos de estos, tales como prazosina y propanolol (Oben y cols.,

2004) de la misma manera para la reversién cirrosis hepatica.

En nuestra investigacibn se consider6 hacer uso de alfa y beta
adrenobloqueadores, por una caracteristica importante que presentan las
células estelares hepaticas, se conoce segun Friedman (2008), que estas
células, son las principales responsables de la produccién de colagena durante

la cirrosis hepatica.

Oben y cols., (2004), en sus estudios también mencionan la importancia de las
células estelares hepaticas activadas durante una lesidon en el higado, ellos
identificaron que expresan receptores adrenérgicos, y demostraron in vitro que
al inhibirlas con medicamentos adrenobloqueadores, su actividad vy
proliferacion disminuia, ellos utilizaron propanolol (beta-bloqueador) vy
prazosina (alfa-1-bloqueador); nosotros hicimos uso de la doxazosina y el
carvedilol, el uso de estos medicamentos, resultd ser efectivo en la reversion
de la cirrosis hepatica las dosis utilizadas correspondieron a las que uso
Mufoz-Ortega y cols., (2015), 1 mg/kg para doxazosina y 1.2 mg/kg para
carvedilol, también se implementé una mas en la sinergia utilizando dosis de
0.23 mg/kg para doxazosina y 0.35 mg/kg para carvedilol; se demostré que
estos medicamentos inhiben la actividad de las células estelares hepaticas
activadas, lo cual se pudo identificar a través de la disminucién de la expresién
de alfa-SMA (figura 19), asi como la disminucién de coldgena en tejido
hepatico (figura 17 y 18), comprobamos al igual que Oben y cols., (2004), que
los adrenobloqueadores resultan ser efectivos para revertir cirrosis hepatica,
sin embargo, nosotros estamos probando que el carvedilol a diferencia del
propanolol (medicamentos beta adrenobloqueadores) puede ser mejor

candidato en el tratamiento para revertir cirrosis hepatica, este argumento se
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corrobora con otro estudio realizado por Bafares y cols. (1999), donde se
constatd que el carvedilol ayuddé a mejorar la presién portal en mayor
proporcion respecto al propanolol en pacientes con cirrosis, igualemte Hamdy y
El-Demerdash (2012), demostraron la efectividad del carvedilol para mejorar
la funcion hepatica durante un dafio en el higado en modelo de rata
atribuyéndole ésta mejora a las propiedades antioxidantes con que cuenta
este medicamento, todas éstas evidencias y los resultados obtenidos exhiben
el acertado uso del carvedilol para revertir la cirrosis hepatica y como es que
este beta adrenobloqueador cuenta con mejores efectos para revertir dicha
enfermedad respecto a otros beta-adrenobloqueadores como es el caso del

propanolol.

La doxazosina en un alfa adrenobloqueador, este medicamento se probd en
2015 por Munoz-Ortega vy cols., ellos pudieron constatar que este
medicamento es efectivo en la reversion de cirrosis hepatica, nosotros
nuevamente estamos corroborando estos resultados ya que durante nuestra
investigacién, este alfa adrenobloqueador pudo recuperar en gran medida la
histologia hepatica (figura 17), de la misma manera los marcadores analizados
alcanzaron valores similares al grupo intacto (figura 18-21). No obstante, un
aspecto importante de este trabajo fue el obtenido con la sinergia, donde a
una dosis baja de ambos medicamentos, el tejido logra un restitucion muy
similar al intacto. Nuestros resultados se pueden confirmar en estudios
realizados con medicamentos pertenecientes a la familia de los alfa-
adrenobloqueadores como la prazosina, la cual también ha sido utilizada para
tratar de revertir cirrosis hepatica, este medicamento se probd in vitro en la
inhibicién de las células estelares hepaticas activadas, Oben y cols. (2004),
demostraron que con su uso la proliferacién y activacion de estas células
disminuia, estos resultados indican la eficacia que tienen los alfa-
adrenobloqueadores contra la cirrosis hepatica, por otro lado y para confirmar
el efecto protector con que cuenta la doxazosina, Perilini y cols. (2005),
probaron que este medicamento lograba reducir las fibras de colagena

producidas en fibrosis cardiaca, estos hallazgos resultan ser de gran
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importancia pues se esta confirmando que la doxazosina es un buen candidato

para revertir fibrosis independientemente del érgano a tratar.

En nuestra investigacion probamos wun tratamiento utilizando ambos
medicamentos, se utilizaron en un grupo de hamsteres con cirrosis hepatica,
comprobando que la sinergia es mucho mas efectiva que con el uso particular
de los medicamentos, los resultados fueron prometedores pues segun las
figuras (17(f-g), 18(f-g), 19(f-g)), se observa que los valores son muy
semejantes al grupo de animales sanos, este hallazgo puede ser utilizado para
realizar mas estudios respecto a la dosis pues a pesar de que los resultados se
encuentren satisfactorios, se puede mejorar aun mas la respuesta, algunos
estudios ya habian manejado sinergias de medicamentos alfa/beta
adrenobloqueadores como lo que se realizé por Oben y cols. (2004), utilizando
propanolol y prazosina in vitro e in vivo en modelos de rata y ratdn,
consiguiendo resultados similares a los nuestros, el efecto observado en ambas
investigaciones habla de la respuesta de las células estelares hepaticas
activadas ante inhibidores alfa y beta adrenérgicos donde se podria concluir
que al inhibir ambos receptores, la actividad de estas células se ve mas
afectada por lo que como consecuencia el tejido hepatico comienza a

regenerarse.

Las metaloproteinasas 13 (MMP-13) son proteinas las cuales segin Tsukamoto
(1999), durante una lesidon hepatica su expresion disminuye, esta proteina en

condiciones normales degrada colageno tipo I y III.

La figura (21(a)) muestra como el grupo cirrético control, no se expresa MMP-
13, lo cual afecta la degradacidon de colageno tipo I y III demostrado en las
figuras (17(b) y 18(b)). En este sentido los alfa/beta adrenobloqueadores
utilizados durante la investigaciéon, demostraron como su uso aumentaba de
manera significativa la expresion de esta proteina (figura 21(a) y 21(b))
probando nuevamente la efectividad de los medicamentos ahora en
marcadores de fibrosis. El factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) es

otra proteina que regula diversas actividades celulares como proliferacion vy
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diferenciacion celular, segun Senties-Gémez y cols., (2005), en su revision,
dicen que es una de las principales proteinas profibrogénicas durante cirrosis
hepatica, Meindl-Beinker y cols., (2012), mencionan que esta proteina puede
verse altamente expresada en diversos estados de daino hepatico como fibrosis
hepatica, cirrosis hepatica y hepatocarcinoma, también indican que se ve
involucrada en la activacion de las células estelares hepaticas; las células de
Kupffer son otra poblacién celular residente del higado, estas tras una lesién,
son activadas, esta activacién ocasiona que liberen precisamente este factor de
crecimiento, Friedman (2008) menciona que las células de Kuffer al liberar
esta citocina, activan a las células estelares hepaticas, y una vez que las CEHs,
se encuentran activadas liberan aun mas TGF-B con lo que estaran activando a
otras CEHs vecinas; ambas poblaciones celulares cuentan con receptores
adrenérgicos (Oben y cols., 2004), aparentemente la regulacion de diferentes
citocinas como lo es el TGF-beta tiene una relacion muy estrecha con la
estimulacién de receptores adrenérgicos (Sanz-Rosa D., 2010), es por ello que
si son inhibidos los receptores adrenérgicos con el uso de alfa y beta
adrenobloqueadores, puede disminuir la activacion de las células estelares
hepaticas; nosotros comprobamos in vivo que el TGF-B se sobrexpresa en el
grupo cirrético control (figura 20(a)), también demostramos que la doxazosina
y el carvedilol disminuyeron su expresion y que la aplicacion sinérgica de
ambos medicamentos fue mas efectiva que la aplicacién individual (figura
20(a) y 20 (0)).

El inhibidor tisular de metaloproteinasas II, es otra proteina encargada de
inhibir la actividad de las diversas isoformas de metaloproteinasas, es decir, se
encarga de inhibir la degradacién de matriz extracelular, Benyon y cols.,
(1996), demostraron como esta proteina se ve elevada durante cirrosis
hepatica, este mismo efecto se observd en nuestro estudio donde en el grupo
cirrético control su concentracion es mucho mayor que en el grupo intacto
(Figura 21(a) y 21(c)), estos resultados confirman que esta proteina se

sobrexpresa durante wuna lesidn hepatica, el uso de los alfa/beta
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adrenobloqueadores demostré la disminucion de su expresion y con ello la

efectividad que tienen en el dafio hepatico.

Mediante los tres marcadores de fibrosis investigados (TGF-B, MMP-13 y TIMP-2),
se demostrd que la sinergia de doxazosina con carvedilol, restituye casi por
completo sus valores respecto al grupo intacto (figuras 20 y 21), esto nos dice

gue los medicamentos funcionan en la reversion de cirrosis hepatica.
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8. Conclusion

. Se establecid un modelo de cirrosis hepatica en hamsteres a las 20
semanas de induccion de tetracloruro de carbono con una dosis de 50 mg/kg

o Los adreno bloqueadores (Doxazosina y carvedilol), disminuyeron el
dafio en el higado del hamster ocasionado por la cirrosis hepatica, el
parénquima no se recuperd por completo pero si sand bastante (figura 16)
esto ayudd a que la funcién hepatica mejorara.

. La cantidad de las células estelares hepaticas activadas identificadas en
los grupos tratados fue muy similar al grupo intacto, esto es congruente con
los marcadores de fibrosis estudiados y la cantidad de colageno tipo I, donde la
expresion de las células estelares hepaticas activadas depende en gran medida
de la estimulacion del TGF-B, y la cantidad de coldgeno tipo I asi como la
expresion de TIMP-2, va derivar de la cantidad de estas células presentes.

o El TGF-B, el colageno tipo I y el TIMP-2 se expresan poco en condiciones
normales, los tratamientos utilizados lograron disminuir su expresién respecto
al cirrético control; la MMP-13 disminuye durante lesiones hepaticas, este
efecto se demostré en el cirrético control, los tratamientos ayudaron a
aumentar dicha expresion con valores semejantes al intacto.

. En todas las pruebas realizadas, los tratamientos mostraron efectos
positivos con resultados similares al intacto

. La sinergia logré la mayor capacidad de reversidon de cirrosis hepatica,
demostrando con ello que el modelo establecido es capaz de revertir esta
enfermedad, también, el uso de adrenobloqueadores alfa y beta en sinergia es
mas efectivo que su uso individual, este evento genera la posibilidad de
realizar mas investigacion acerca de otras dosis y posibles mejoras en cuanto a

la respuesta de estos medicamentos en la reversién de cirrosis hepatica.
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Apéndice

Inclusion de tejidos en parafina
Los tejidos son colocados en casetes para tejidos, y posteriormente montados
en Histoquinet donde pasaran por diversos compuestos segun marca el

procedimiento.

Procedimiento:

Cubas Compuesto Tiempo
1 Agua destilada 1 hora
2 Alcohol 70% 1 hora
3 Alcohol 80% 1 hora
4 Alcohol 96% 1 hora
5 Alcohol 96% 1 hora
6 Alcohol 100% 1 hora
7 Alcohol 100% 1 hora
8 Alcohol-Xilol 1:1 | 1 hora
9 Xilol 100% 1 hora
10 Xilol 100% 1 hora
11 Parafina 1 hora
12 Parafina 1 hora

Una vez que el tejido paso por todas las cubas, se formaron bloques de

parafina para posteriormente realizar cortes micrométricos.
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Reactivo Volumen Tiempo

Acetona 200 ml 5 minutos
Acetona-Silano al 2% 200 ml 5 minutos
Agua destilada 200 ml 2 lavados

7es pwo®

Las laminillas se lavaron en cada uno de los reactivos finalmente se colocaron

en horno a 50-65 °C por 24 hr. (Ventura-Juarez, 2002)

Tincion Hematoxilina-Eosina (H-E)

Procedimiento:

Alcohol 100% por 2 minutos dos lavados
Alcohol al 96% por 2 minutos dos lavados
Agua destilada por dos minutos
Hematoxilina por 3 minutos

Agua corriente por 10 minutos

Eosina 1 minuto

Agua destilada 2 minutos

Alcohol al 96% 3 bafos

10.Alcohol 100% 2 minutos, dos lavados

11.Xilol 5 minutos, dos lavados.

W R N A DND-

12.Montado con Entellan
(Luna, 1968)

Colocar laminillas en Xilol por 5 minutos dos lavados
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Tincion Rojo Sirio

Xilol 7 minutos 2 lavados
Alcohol 100% 5 minutos 2 lavados
Alcohol 96% 3 minutos 2 lavados

Agua destilada 3 minutos

i b

Incubar cortes en solucion de hematoxilina de weigert para tincidon de
nucleos 8 minutos

6. Lavar por 5 minutos con agua corriente

7. Incubar en camara humeda con solucién Rojo-Sirio picro durante una hora
8. Lavar con agua acidificada 2 bafios

9. Alcohol al 96% 45 segundos 2 banos

10.Alcohol al 100% 2 minutos 2 bafios

11.Xileno 7 minutos

12.Montado con Entellan

Agua acidificada
e 100 ml de Agua destilada
e 500 pl de Ac. Acético

Solucion de hematoxilina de Weigert

I. Solucion A
e Cristales de Hematoxilina 1 gr
e Alcohol al 95% 100 ml

II. Solucion B
e Agua destilada 95 ml
e Acido hidroclorhidrico concentrado 1 ml

e Cloruro Férrico 4 ml

Diluir partes iguales de amabas soluciones (Solucién A y B), segun se utilice.
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(Luna, 1968)
Inmunohistoquimica

1) Desparanizacién del tejido:
Lavar con xileno y alcohol al 100% dos veces por 5 minutos respectivamente,
lavar con alcohol al 96% por 10 minutos y uno mas con alcohol al 70% por 5

minutos, finalmente lavar con agua corriente por 5 min.
2) Desenmascaramiento de epitopos:

Colocar dentro de olla a presion 1.5 It de buffer de citrato de sodio, encender y

dejar subir al maximo la presion, apagar y colocar las laminillas ya

desparanizadas, quedando totalmente cubiertas de buffer, nuevamente
encender la olla, una vez que salio el vapor se deja por dos minutos mas,
luego apagar y dejar reposar por 5 min dentro del buffer, pasado el tiempo,

lavar laminillas con PBS 1x 5min/3 veces.
3) Inactivacién de las peroxidasas enddégenas:

Colocar laminillas en solucién de metanol-peréxido (10%) durante 30 min. a
temperatura ambiente, lavar con PBS1x 3 veces/5 min., rodear el tejido con
marcador pen PAP para poder permeabilizar las membrana, una vez que ya
estan circulados los tejidos colocar sobre ellos PBS 1x-Tritdon X-100 (0.2%) por

30 min.
4) Bloqueo de uniones especificas
Incubar laminillas por una hora a temperatura ambiente con solucion

compuesta por Suero Fetal Bovino (20%) y PBS 1x-Triton X-100 (0.2%), lavar
con PBS 1x 3 minutos, 3 veces
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5) Primer Anticuerpo

Diluir el anticuerpo en PBS-Triton X-100 (0.2%) —BSA (3%), 1 ul por cada
100 pl de solucién, Incubar toda la noche en cadmara humeda a 4° C., lavar
laminillas con PBS 1x-Triton X-100 (0.2%) 3 veces/5 min.

6) Segundo anticuerpo

Incubar con el anticuerpo de DAKO Envision (K1490) por 1 hora a temperatura
ambiente en camara humeda, lavar con PBS 1x 3 veces/5 min, incubar con
solucién compuesta por DAB diluida 1:10 con buffer hasta que se desarrolle el
color, lavar con PBS 1x 3 veces/5min, contrastar con hematoxilina durante 1

minuto, finalmente lavar con PBS 1x (3 veces/ 5minutos).

7) Deshidratacién del tejido
Colocar tejidos en alcohol al 96% 2veces/5min, lavar con alcohol al 100% una
vez por 10 minutos y finalmente con Xilol 2 veces/7 min., cubrir con Entellan y
portaobjetos.

(Ventura-Juarez, 2002)

Extraccion de RNA

[N

Colocar 300 pl de buffer de lisis en tubo eppendorf con la muestra

2. Homogenizar el tejido con el buffer, agregar 200 pl mas de buffer de lisis y
mezclar por inversion

3. Afadir 400 pl de tampdn de disolucion de RNA (RDA azul), mezclar por
inversion 3-4 veces, incubar a 70°C por 3 minutos

4. Centrifugar 10 minutos a 12000 rpm

5. Transferir el lisado a tubo eppendorf nuevo

6. Agregar 300 ul de etanol al 95% al lisado aclarado y mezclar 3-4 veces
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7. Transferir mezcla a columna y centrifugar a 12000 rpm hasta que toda la
dilucion pase a la columna

8. Adicionar 600 ul de RWA-Etanol

9. Centrifugar a 12000 rpm, eliminar eluido

10.Preparar mezcla de incubacion DNAsa

11.Aplicar 50 pl de solucion DNAsa a la columna

12.Incubar a temperatura ambiente por 25 minutos

13.Anadir 200 pl de solucién stop DNAsa y centrifugar a 12000 rpm durante 1
minuto

14.Adicionar 600 ul de solucion RWA-Etanol y centrifugar a 12000 rpm 1
minuto

15.Vaciar eluido

16.Anadir 250 pl de solucion RWA-Etanol y centrifugar a 12000 rpm 2 minutos

17.Dejar evaporar etanol (5 minutos aprox.)

18.Pasar la columna a tubo eppendorf de 1.5 ml y afiadir 100 pl de agua libre

de nucleasas, centrifugar por 1 minuto a 12000 rpm y almacenar a -70°C
Solucion DNAsa

e Yellow core buffer 40 pl
e MnCl; 0.09M 5 pl
e DNAsa 5 pl

Retrotranscripcion de RNA a cDNA

1. Preparar solucién de RNA con primers
e 1 g por reaccion de RNA
e 0.1 pl primers
e Agua libre de nucleasas (ajustar a volumen final de 2.5 ul)
2. Colocar solucidn en tubos eppendorf, llevar a termociclador a 70°C por 5
minutos, inmediatamente colocar en hielo por 5 minutos.
:‘)Uqf)\oao auy,
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3. Centrifugar por 10 segundos en microcentrifuga para recuperar todo el

condensado y mantener el volumen inicial.

4. Preparar solucidn de transcripcion inversa

© ©® N o w

e Agua libre de nucleasas (ajustar a volumen final de 7.5 ul)
e GoScript™ 5X Reaction Buffer 2 pl

e MgCl; 0.75 pl

e PCR Nucleotide Mix 0.5 pl

e Recombinant RNasin 10u

e GoScript™ Reverse Transcritase 0.5 pl

Adicionar 7.5 pl de solucién de transcripcion inversa a RNA-primers
Colocar el tubo en termociclador e incubar a 25° por 5 minutos
Incubar en termociclador a 42°C por 2 horas

Incubar en termociclador a 70°C por 15 minutos

Guardar muestras a -70°C

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

1. Preparar solucion para PCR

e 2 pl de solucidn Red Taq
e 1 ul de primer forward
e 1 pl de primer Reverse
e 1 pl de cDNA obtenido

e 5 ul de Agua libre de nucleasas

2. Mezclar y centrifugar solucion

3. Colocar en termociclador una vez que este ya fue ajustado con los

parametros de desnaturalizacidn, alineacion de primers y extension.

Desnaturalizacion 95°C 35-60 segundos

Alineacion de primers 55-60 °C dependiendo del oligo de 30-60
segundos

Extension 72 °C por 10 segundos

40 ciclos

4. Guardar muestras a -70°C hasta su uso
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Electroforesis en gel de agarosa para PCR

. Preparar agarosa al 2% con TAE 1x y colocar en cdmara de electroforesis.
. Afadir TAE 1x a camara de electroforesis hasta que cubra el gel.

. Colocar muestras en pocillos.

. Dejar correr muestras por 20 min a 80 Volts.

. Aumentar voltaje a 120 Volts.

. Parar camara de electroforesis hasta que terminen de correr las muestras

O O U1 A W N

. Analizar gel.
Extraccion de Proteinas

1. Tomar 100 mg de tejido congelado a -20° C y colocar en tubo eppendorf
de 1.5 ml
2. Afnadir a los 100 mg de tejido obtenido 300ul de buffer de lisis
Buffer de lisis
e Trisde HClal 0.01 M
e NaClal 0.05M
e Jodoacetamida al 0.003
e Tosil-1-lisina-clorometilcetona al 0.003
e Metil-metano-sulfonil-fluorido al 0.001 M
¢ N-etil malemida al 0.003 M
3. Homogenizar el tejido con el buffer
4. Centrifugar muestras a 12000 rpm durante 10 minutos a 4 °C

5. Transferir el lisado a tubo eppendorf nuevo y guardar a -4 ° C hasta su uso
Cuantificacion de proteinas

1. Realizar una curva estandar de proteinas en micro placa de 96 pocillos
utilizando albumina sérica bovina (BSA) con concentracién de 1upg/ul e ir
Qf)\DaD auy,,
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diluyendo segun se muestra en el procedimiento colocando cada dilucién

en los primeros pocillos con 3 repeticiones

Procedimiento:

10 pl H20

10 pl H20

10 pl H20

1 pl BSA +9 H20

1 pl BSA +9 H20

1 pl BSA +9 H20

2 ul BSA +8 H20

2 ul BSA +8 H20

2 ul BSA +8 H20

4 pl BSA + 6 H20

4 pl BSA + 6 H20

4 pl BSA + 6 H20

6 ul BSA + 4 H20

6 pl BSA + 4 H20

6 pl BSA + 4 H20

8 I BSA + 2 H20

8 pl BSA + 2 H20

8 pl BSA + 2 H20
10 pl BSA

10 pl BSA 10 pl BSA

2. Adicionar 240 pl de solucién de Bradford

Solucién de Bradford

Disolver Azul de Coomassie G 250 100 mg en 50 MI de etanol al 95%.
Agregar 800 MI de agua destilada y agitar durante 5 minutos.

Afiadir 100 ml de acido fosfdérico al 85% con agitacién constante durante
5 minutos.

Aforar a 1 Lito con agua destilada y filtrar con papel filtro Whatman

Guardar en frasco ambar y refrigerar.

Leer en espectrofotémetro a 595nm

Realizar calculos.

Colocar en una nueva micro placa de 96 pocillos las muestras por triplicado
segun se presenta en el procedimiento (M=muestra)

Procedimiento:

1 pl Proteina M1 +9 H,0
1 pl Proteina M2 +9 H,0
1 pl Proteina M3 +9 H,0

1 pl Proteina M1 +9 H,0
1 pl Proteina M2 +9 H,0
1 pl Proteina M3 +9 H,0

1 pl Proteina M1 +9 H,0
1 pl Proteina M2 +9 H,0
1 pl Proteina M3 +9 H,0
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1 pl Proteina M4 +9 H,0

1 pl Proteina M4 +9 H,0

1 pl Proteina M4 +9 H,0

1 pl Proteina M5 +9 H,0

1 uyl Proteina M5 +9 H,0

1 ul Proteina M5 +9 H,0

1 pl Proteina M6 +9 H,0

1 pl Proteina M6 +9 H,0

1 pl Proteina M6 +9 H,0

1 ul Proteina M7 +9 H,0

1 uyl Proteina M7 +9 H,0

1 uyl Proteina M7 +9 H,0

1 pl Proteina M8 +9 H,0

1 ul Proteina M8 +9 H,0

1 ul Proteina M8 +9 H,0

6. Adicionar 240 pl de solucién de Bradford
7. Leer en espectrofotdmetro a 595 nm

8. Realizar calculos

Electroforesis en gel de poliacrilamida

1. Hacer el gel de poliacrilamida

Gel Separador 12%

Agua 1.87 ml

Acrilamida 2.2 ml

Tris 1.5 M pH =8.8 1.43 ml
SDS 10% 55 pl

PSA 10% 55

TEMED 5 pl

Gel concentrador 4%

Agua 3 ml

Acrilamida 650 pl

Tris 0.5 M pH =6.8 1.25 ml
SDS 10% 50 pl

PSA 10% 40 pl

TEMED 6 pl

2. Montar gel en camara de electroforesis y adicionar el buffer de corrida 1x.

3. Cargar gel con 5 ul del marcador de peso molecular y 50 ul de la muestra
(Muestra con contenido de 50 pg de proteina + buffer de muestra 4x con B-
mercaptoetanol hervidas previamente durante 2 minutos y centrifugacion
rapida de un spin).

4. Correr el gel 80 mV durante 15 min y enseguida aumentar a 120 mV

durante una hora o hasta que terminen de correr las proteinas.
Western blot

1. Colocar el gel en buffer de transferencia.

2. Activar la membrana con metanol durante 3 minutos.
<2030 Auy,
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3. Colocar la membrana activada en buffer de transferencia.

4. Montar el sandwich de la siguiente manera.

O 0 N O U

10. Bloquear la membrana con leche en polvo al 5% mas TBS tween 1x

Esponja mojada con el buffer de transferencia
Papel filtro mojado con el buffer de transferencia
Gel

Membrana

Papel filtro mojado con el buffer de transferencia

Esponja mojada con el buffer de transferencia

. Colocar el sandwich en camara de electroforesis.

. Llenar la camara con buffer de transferencia.

. colocar dentro de la camara un agitador magnético.
. Transferir durante toda la noche a 12 mAmp.

. Al dia siguiente desmontar el sdndwich para revelar la membrana.

durante una hora.

11. Transferir la membrana al anticuerpo primario, preparado previamente en

solucidon TBS Tween 1x + leche en polvo 5%.

12. Incubar a 4° C durante 24 horas en agitacion.

13. Lavar membrana 2 veces por 10 minutos y 2 veces por 5 minutos

respectivamente en TBS Tween 1x.

14. Incubar con el segundo anticuerpo preparado con TBS tween 1x mas leche

en polvo 5% durante 2 horas en agitacion.

15. Lavar con TBS tween 1x 3 veces por 10 minutos y 2 veces por 5 minutos

respectivamente.

16. Revelar con fosfatasa alcalina, tomar una pastilla y diluir en 15 ml.

17. Detener la reaccidn una vez que se observen bandas.

18. Dejar secar las membranas para su posterior analisis.
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