/

UNIUERSIDAD auTonoma
DE aGUasCaLIENTES

CENTRO DE CIENCIAS BASICAS
DEPARTAMENTO DE MORFOLOGIA

TESIS

“POSIBLE EFECTO MODULADOR DEL PROBIOTICO LACTOCOCCUS
LACTIS RECOMBINANTE Y SILVESTRE SOBRE EL DANO HEPATICO
INDUCIDO POR CCL4s EN UN MODELO DE RATA WISTAR”

PRESENTA
Catalina Soledad Delgado Venegas

PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRA EN CIENCIAS CON AREA EN
TOXICOLOGIA

TUTOR (ES)
Dr. Javier Ventura Juarez

Dr. Martin Humberto Mufioz Ortega

ASESOR

Dra. Maria de Jesus Loera Arias

Aguascalientes, Ags. 8 de noviembre del 2018



(4

UNIWERSIDAD auToONOMa
DE agUasCaueNTeS
FORMATO DE CARTA DE VOTO APROBATORIO

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

Por medio del presente como Tutor designado del estudiante CATALINA SOLEDAD
DELGADO VENEGAS con 1D 129849 quien realizé la tesis titulada: POSIBLE EFECTO
MODULADOR DEL PROBIOTICO LACTOCOCCUS LACTIS RECOMBINANTE Y
SILVESTRE SOBRE EL DANO INDUCIDO POR CCL4 EN UN MODELO DE RATA
WISTAR, y con fundamento en el Articulo 175, Apartado |l del Reglamento General de
Docencia, me permito emitir el VOTO APROBATORIO, para que el pueda proceder a
imprimirla, asi como continuar con el procedimiento administrativo para la obtencion del
grado.

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

ATENTAMENTE
“Se Lumen Proferre”
Aguascalientes, Ags., a 31 de Octubre, 2018.

lix/war["‘f’\ f’i A S[r (:0 MuFoL 0« —
Dr. Martin Humberto Muiioz Ortega Dr. Javier Ventua Judrez
Tutor de tesis Cotutor de tesi

Dra. Maria de Jesis Loera Arias
Asesora de tesis

cop- AQB. Calalina Scledad Delgado Vaenegas

c.c.p.- Dr. en C. Rogelio Salinas Guliérez - Secretaria de Investigacion y Posgrado
c.c.p.- Consejero Académico

¢.c.p.- Dr. José Francisco Morales Dominguez - Secretario Técnico



)

uniueRSIDAD auTonoma
DE aguasCcaLIeENTES

CATALINA SOLEDAD DELGADO VENEGAS
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: “POSIBLE EFECTO MODULADOR DEL PROBIOTICO LACTOCOCCUS
LACTIS RECOMBINANTE Y SILVESTRE SOBRE EL DANO INDUCIDO POR
CCL4 EN UN MODELO DE RATA WISTAR”, 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 06 de noviembre de 2018

“Se lumen proferre”
EL DECANO

B }A
\:(gR iz GALLEGOS
-’

M. en C{JOSE DE JES

. c.c.p.- Archivo.




DATOS GENERALES

Titulo del proyecto
“Posible efecto modulador del probidtico Lactococcus lactis recombinante y silvestre sobre el

dafio hepatico inducido por CCls en un modelo de rata Wistar”

Datos del alumno

L.A.Q.B. Catalina Soledad Delgado Venegas
ID 129849

Correo: GA-cch@hotmail.com

Comité tutoral
Tutor: Dr. Javier Ventura Juarez
Cotutor: Dr. Martin Humberto Mufioz Ortega

Asesor: Dra. Maria de Jesus Loera Arias


mailto:GA-cch@hotmail.com

DESCRIPCION BREVE
En este trabajo se muestra el efecto de la cepa bacteriana Lactococcus lactis recombinante
secretora de IL-22 y silvestre sobre la reversion del dafio hepatico inducido con tetracloruro de

carbono en rata macho Wistar.



AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por financiar este posgrado.

A la Universidad Auténoma de Aguascalientes.

A la Universidad Autonoma de Nuevo Leon, Facultad de Medicina, Departamento de

Histologia.

Agradezco a mis tutores, el Dr. Javier Ventura, el Dr. Martin Humberto Mufioz Ortega y la Dra.
Maria de Jesus Loera Arias. Gracias por su tiempo, por su disposicion, por sus ensefianzas, por

sus criticas, por su generosidad. De corazén gracias.

A mi esposo, Adrian Leonel Zermefio Ramirez.

A mi madre, Ma. Del Carmen Venegas Ruvalcaba.

A todas las personas que me apoyaron durante este camino, muchas gracias Dra. Sandra Luz
Martinez Hernandez, 1.B.Q. Bruno Jests Vaquez Lépez, L.A.Q.B. Maria Alejandra Diaz de
Leon, M. en C. David Ibarra Martinez, Dra. Esperanza Sanchez Aleman, Dr. Manuel Avila
Blanco, Dr. Daniel Cervantes Garcia, Maria Guadalupe Mata Martinez, Viridiana Magdalena

Becerra Gonzélez, Jessica Anahi Esparza Maldonado.

A todos gracias.



DEDICATORIAS

A mi pequefio Adrian, hijo te amo.



INDICE

CAPTTULDO Lottt 11
INTRODUCCION Y ANTECEDENTES. ..ottt sesie e sesssn s s 11
Lo INEFOTUCCION ...t bbbt 12
IR El higado. ... I .....................ccccenneenrenns 12
1.1.1 MICTOAIQUITECTUNA. ....veeveeeieieiecie ettt ettt et ettt e e b e e sae e st e sbaeae e s e sraeneeneesneenteens 14
1.1.2 Poblaciones CElUIAres NEPALICAS. .......coueviveririririeiees et 17

1.2 Patologia HEPALICA. ......cceviiiieiieiieieieee bbbt 20
1.2.1 Patrones morfoldgicos y funcionales generales de la lesion hepética. ....................... 20
1.2.2  LeSiON NEPALICA. .....coeivireresrireerersannennsrastaseseessseesessassassssesseneassssesdannanasnansesesssssenesens 21
BN CIITOSIS. vervrisheeeeeeesesussnranannnese . N, . . . S . ............ 27
1.2.4 Activacion de células estrelladas NepatiCas. ..........ccocererrereriiiie e, 30
1.2.5 Tetracloruro de CarbONO. ........ccoiiiiiiiii e 31

1.3 BIanCoS tErapBULICOS. .......cceeiiiiieiie ettt abe e e sra e ate e reenre e, 34
1.4 EEREEIBEBEICOS..............coeeeeceeneeeceene e nse s ene e e e ne e snee e sneeeeence e S 35
1.5 LACIOCOCCUS IACHHS. ....cveeeiieiiieieiiiteee st 36
1.6 INEEIIEUCING-22. .. ..ot 39
1.7 INEErTEUCING L0ttt 42
CAPTTULO ettt b et b et eebe e et e nbn e e beeabeeenee e 44
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ... oo s 44
2. Planteamiento del ProbIEMA ... ..o 45
2.1 Pregunta de iNVESTIJACION .......ccueiviiiiiiiiiiieieie ettt 45



2.2 ODJELIVO GENEIAL ... 46

2.2.1  ODJEtiVOS ESPECITICOS ... cueivieiiiiiiiieieiceie ittt 46

2.3 JUSHITICACION. ...ttt bttt bbb e 47
2.4 HIPOLESIS. ...ttt bbbt bbbt b e e 49
2.5 IMIBLBS ..t 49
CAPTTULO Tttt 50
METODOLOGIA ...ttt bbb 50
K |V, 1< (0T (0] (oo - APPSR 51
3.1  Cepas bacterianas y condiciones de CUtIVO. .........ccceeieiiiiiiiieiicie e 51
TR NIMANES. ... et S 51
3.3 Administracion de L. Iactis reCombIiNante. ............ccoeieiiriniiiiine s 52
3.4 INAUCCION 0 FIDIOSIS. .. vttt 52
3.5  Analisis hiStOPatOIOGICO. .......oveuiiiieiiiiie et 52
3.6 FUNCION HEPALICA. ..ottt ettt st 53
3.7  Evaluacion de marcadores inflamatorios y fibrogénicos en higado por gPCR.............. 53
3.8  Evaluacion de marcadores inflamatorios en intestino delgado por gPCR...................... 54
3.9  Inmunohistoquimica para deteccion de células intestinales positivas para IL-22 ......... 54
3.10  ANALISIS ESTAUISICO. ..c.veuiiveieeiieiieieieee et 55
CAPITULO IV ... I . /s...1susiksesstsnasseeceseraesseesseesstiianasabasnstonstiisee M ceccenreaseenes 56
RESULTADOS ...ttt b ettt h e e e bn et e e nnn e e beesnne s 56
A, RESUIAAODS ...ttt 57
4.1  Anadlisis histopatoldgico del higado .........ccccoeeieiiciiiiecece e 57
4.2 FUNCION HEPALICA. ..c.vieviiiiiie ettt sttt e sre e e 60
4.3 Anadlisis histopatoldgico de Placas de PEYEr ..........cccooveveeiiiie i 62



4.4 Analisis histopatoldgiCo de CIBYO........uiiiieieieieierie et 64

4.5  Evaluacion de marcadores inflamatorios y fibrogénicos en higado por qPCR.............. 66

4.6  Evaluacion de marcadores inflamatorios en intestino delgado por gPCR...............c...... 67

4.3  Inmunohistoquimica para deteccion de células intestinales positivas para IL-22 ......... 70
CAPITTULO V oottt 73
DISCUSION ..ottt 73
S, WEIUSION .........cooovevmnnrnenceecciinesessensensensensee o R . .. ... ... ccreooesressessessnnnnens 74
CABIEIEL O VL.......ccooonrererrreereenreneresrassreseessrensesssnsesserarsessree: 0TI .. ......coovevrreereseas 84
COEEIISIONES ... e e TR, ... 84
6. @RS IONES .........cocceereeeeceecrernienesseismnstiseseressesresssssessnnsnassaseassessensensesss. IO .veesesseeaeans 85
CABIEIEIL O VII ........oooonnenreerecrrenesibeasiensiensee BB occeesacssenesnseneeaseensece e S 86
BIBLIOGRAFIA ...ttt an st st nens e 86
7. BIBEEENrafia ...........cccoonnvireeennireennnnnnreneens I s SO 87
of: || | oAV | NEUCRN SR  [S— 101
ANEBEREE ... ............occ R 101



INDICE DE TABLAS

Pagina
Tabla 1. Secuencias de cebador utilizadas para la PCR cuantitativa en tiempo real
ara tejido hepatico.
P J p 53
Tabla 2. Secuencias de cebador utilizadas para la PCR cuantitativa en tiempo real
para tejido intestinal (ileon). 54
Tabla 3. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados. 55



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Vascularizacion del higado.

Figura 2. Representacion esquematica de la arquitectura microscépica del higado.
Figura 3. Trabéculas hepatocitarias.

Figura 4. Representacion esquematica de los componentes celulares hepéticos
mas importantes implicados en la fibrosis hepatica.

Figura 5. Células balonizantes, vacuolacion citoplasmatica de hepatocitos con
cambio graso macrovesicular en un ratén B6C3F1 macho de un estudio crénico.
Figura 6. Degeneracion espumosa hepatocitaria con cambio graso microvesicular
en un ratén macho P53 de un estudio cronico.

Figura 7. Necrosis centrolobulillar en un raton B6C3F1 macho de un estudio
subcroénico.

Figura 8. Células inflamatorias implicadas en lesiones hepaéticas.

Figura 9. Mecanismo inmune-innato en la fibrosis hepatica.

Figura 10. Micrografia de higado cirrotico (Tincion Tricromica).

Figura 11. Principales consecuencias clinicas de la hipertension portal de la
cirrosis.

Figura 12. Activacion de células estrelladas y fibrosis hepatica.

Figura 13. Esquema metabdlico del tetracloruro de carbono.

Figura 14. Interaccion IL-22 con su receptor transmembrana.

Figura 15. Interaccion IL-10 con su receptor transmembrana.

Figura 16. Analisis macroscépico y microscopico de la lesion hepaética.

Figura 17. Tincion rojo sirio para fibras de colageno tipo I y 1l1.

Figura 18. Porcentaje de fibrosis hepatica.

Figura 19. Cuantificacion de diferentes marcadores del perfil hepatico.

Figura 20. Placas de Peyer.

Figura 21. Morfometria de Placas de Peyer.

Figura 22. Evaluacion histologica del ciego.

Figura 23. Evaluacion de marcadores inflamatorios en higado.

Pagina
13

16
19

21

21

22

24
26
27
29

30
33
39
43
58
59
59
61
63
64
65
66



Figura 24. Evaluacion de marcadores fibrogénicos en higado.

Figura 25. Evaluacion de marcadores inflamatorios en intestino delgado.

Figura 26. Inmunohitoquimica para deteccion de células de la mucosa intestinal
postivas para I1L-22

Figura 27. Conteo de células positivas para IL-22 por mm? en tejido intestinal.

67
69
71



ACRONIMOS
Acido retinoico
Alanino aminotransferasa
Aspartato aminotransferasa
Bacteria de acido lactico
Célula endotelial sinusoidal
Células asesinas naturales
Células asesinas naturales T
Ceélulas de Kupffer
Células dendriticas
Células estrelladas hepaticas
Citocromo P450
Citocromo P450 2E1
Citocromo P450 familia 3 subfamilia A
Complejo mayor de histocompatibilidad
Endotelina-1
Error estandar de la media
Factor de crecimiento derivado de
plaquetas
Factor de crecimiento transformante
Factor de necrosis tumoral alfa
Factor nuclear potenciador de las
cadenas ligeras kappa de las células B
Food and Drug Administration
Fosgeno
Generally Recognized as Safe
Interferén gamma
Interleucina 1

Interleucina 6

AR
ALT
AST
LAB

CE

NK
NKT
KCs
CDs
CEM

CYP450
CYP4502E1
CYP3A
MHC
ET-1
SEM
PDGF

TGF- B
TNF-a
NF-Kb

FDA
COCl;
GRAS
INF-y
IL-1
IL-6



Interleucina-10

Interleucina-22

Janus Kinase-1

Lipopolisacarido

Matriz extracelualr

Metaloproteinasas de matriz
Nicotinamida-adenina-dinucledtido-
fosfato

Peroxi triclorometilo

Proteina 1 quimiotactica de los monocitos
Receptor de I1L-22

Receptor tipo Toll

Sistema de expresion génica controlada
con nisina

Src Homology-2

STAT-Binding Elements

Tejido linfoide asociado a la mucosa
Tetracloruro de carbono

Transductor de sefial y activador de la
transcripcion 3

Triclorometilo

Tyrosine Kinase-2

IL-10
IL-22
JAK1
LPS
MEC
MMP
NADPH

*O0CClI3
MCP-1
IL-22R

TLR
NICE

SH2
SBE
MALT
CCly4
STAT3

CClse
TYK2



RESUMEN (ESPANOL)

Los medicamentos utilizados para tratar enfermedades del higado, como higado graso,
fibrosis y cirrosis, tienen efectos secundarios graves; es importante buscar nuevas alternativas,
como el empleo de cepas bacterianas con propiedades probidticas con funciones hepatoprotectoras
y pocos efectos secundarios. Debido a sus propiedades inmunomoduladoras y a su capacidad para
sobrevivir el paso a través del tracto gastrointestinal y no ser un organismo colonizante,
Lactoccocus lactis se ha utilizado como vehiculo para administrar terapéuticos tales como
citocinas. El objetivo de este trabajo fue evaluar la eficacia del probidtico Lactococcus lactis
recombinante secretor de IL-22 (pSec: hlL22) y silvestre (NZ9000) para prevenir la fibrosis
experimental inducida por CCls. Los probioticos se administraron via enteral durante 6 semanas.
Pasadas dos semanas de la administracion de la cepa se administrd6 CCls via peritoneal por 4
semanas (tiempo en el cual se siguio la ingesta de los probioticos). Los probioticos disminuyeron
el dafio hepatico, el parénquima no se recuperd por completo pero hubo una mejoria considerable
con una notable diminucion de los depositos de colageno, restaurando la capacidad metabolica del
higado. La lesién subcrénica por CCls indujo una sobreexpresion significativa de la citocina
proinflamatoria IL-1p en higado, mientras que los probidticos disminuyeron esta expresion.
Nuestra investigacion sugiere que la administracion oral de L. lactis en su forma silvestre podria
desarrollarse como un probidtico potencial para prevenir/proteger contra la lesion hepatica

inducido por CCla.



RESUMEN (INGLES)

Medications used to treat liver diseases have serious side effects; It is important to look for
new alternatives, such as the use of bacterial strains with probiotic properties with hepatoprotective
functions and few side effects. Due to its immunomodulatory properties and its ability to survive
the passage through the gastrointestinal tract and not be a colonizing organism, Lactoccocus lactis
has been used as a vehicle to administer therapeutic reports as cytokines. Lactococcus lactis
recombinant secretory secretor of 1L-22 (pSec: hiL22) and wild-type (NZ9000) to prevent
experimental fibrosis induced by CCls. The probiotics were administered enterally for 6 weeks.
Two weeks after the administration of the strain, CCls was administered peritoneally for 4 weeks
(time in which the intake of probiotics was seen). The likelihood of liver damage diminishing,
paralysis alone did not fully recover, but there was considerable improvement with a marked
decrease in collagen deposits, restoring the metabolic capacity of the liver. The subchronic lesion
by CCls induces a significant overexpression of the proinflammatory cytokine IL-1B in the liver,
whereas probiotics decreased this expression. Our research suggests that oral administration of L.
lactis in its wild form could develop as a potential probiotic to prevent / protect the liver injury
induced by CCls.
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1. Introduccion

1.1 El higado.

El higado adulto normal pesa entre 1400-1600 gramos Yy representa el 2.5% del peso corporal
(Robbins, 2000). Es una glandula asociada al tracto intestinal y a la circulacion venosa sistémica,
lo que facilita el desarrollo de su funcion primordial en el establecimiento y mantenimiento de la
homeostasis. Debido a esta localizacion anatomica, el higado recibe un abastecimiento doble de
sangre: esta vascularizado por la arteria hepatica y recibe sangre de la vena porta proveniente del
estbmago, de los intestinos, bazo y pancreas, la cual posteriormente ingresa a la circulacion
sistemica (Fig. 1) (Jaramillo J. et al., 2006). La sangre que pasa a través de la vena porta constituye
el 60 a 70% del flujo sanguineo hepatico, y de la arteria hepatica es el 30 a 40%, ambas penetran
por el hilio hepatico o porta hepatis. El conducto biliar hepatico comun sale por esta misma zona.
Las primeras ramas de la arteria, la vena y el conducto biliar se encuentran situadas inmediatamente
por fuera del higado, pero las ramificaciones restantes de las tres estructuras adoptan trayectos
aproximadamente paralelos ya dentro del érgano, donde forman espacios porta. EI extenso
parénquima hepatico esta irrigado por pequefias ramificaciones terminales y fenestradas de los
sistemas de la vena porta y de la arteria hepatica, que penetran en el parénquima a intervalos
frecuentes. La arteria hepatica se divide en dos ramas terminales, la arteria gastroduodenal y la
hepatica propia (Latarjet M. & Ruiz L, 2005). La arteria hepatica termina bifurcandose en dos
ramas la arteria hepatica derecha y la arteria hepatica izquierda (Latarjet M. & Ruiz L, 2005.
Bouchet A & Cuilleret J. 1982. Netter F. 2007). La sangre ya procesada en el parénquima hepatico
pasa a las ramas de las venas supra hepaticas, situadas en la “puerta trasera” del higado y
desembocan en la vena cava inferior, a la que se encuentran intimamente asociadas (Robbins,
2000).

12
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Figura 1. Vascularizacion del higado. Imagen tomada de http://higado-med-uaa.blogspot.mx/2009/04/fisiologia-hepatica.html

Al ser el primer 6rgano que recibe los nutrimentos y xenobidticos provenientes del
sistema digestivo, su capacidad metabdlica y biotransformadora de estos elementos es de vital
importancia. Se considera que el higado realiza mas de 500 reacciones metabolicas,
incluyendo funciones esenciales para el mantenimiento de la vida, de la homeostasis y para
el estado de salud general. Ademas, el higado es el responsable de la incorporacion y posterior
almacenamiento de aminodcidos, lipidos, vitaminas, carbohidratos, de su conversion
metabdlica y de la liberacion a la sangre y a la bilis. Por lo tanto, la alta tasa de
biotransformacion hepatica convierte las sustancias hidrofobicas en derivados hidrosolubles
que pueden ser excretados en la bilis y orina (Jaramillo J. et al., 2006).

La vulnerabilidad frecuente del higado a los agentes toxicos se explica por su estratégica
localizacion anatdmica y su gran capacidad para la biotransformacion de xenobidéticos. El
acceso directo de los tdéxicos a las células hepaticas provenientes de la absorcién
gastrointestinal, aunado a la alta concentracion de enzimas metabolizantes en el hepatocito,
genera una alta tasa de conversion a metabolitos inactivos (detoxicacion); aungque también
produce elementos toxicos (bioactivacién), a menudo intermediarios altamente reactivos, los
cuales inician una serie de eventos que pueden llevar a la muerte celular. Ademas, las

interacciones entre los diversos tipos de células del higado pueden conducir al aumento del
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efecto toxico a través de los mecanismos de respuesta inmune mediada por citocinas
(Jaramillo J. et al., 2006).

Aun cuando la respuesta del higado ante los toxicos es influenciada por diversos factores
genéticos y ambientales, el dafo a este 6rgano finalmente aparece cuando los agentes toxicos
estan presentes durante un periodo determinado en concentraciones suficientemente altas que

rebasen las capacidades defensivas y de regeneracion del 6rgano (Jaramillo J. et al., 2006).

1.1.1 Microarquitectura.

Clasicamente, el higado se divide en lobulillos hexagonales, de 1 a 2 mm de didmetro,
orientados alrededor de las ramas terminales de las venas supra hepaticas (vénulas hepaticas
terminales o venas “centrolobulillares”). Sin embargo, como los hepatocitos mas proximos a
las venas centrolobulillares son los que se encuentran més alejados del aporte sanguineo, se
admite hoy que constituyen la periferia de los “lobulillos metabdlicos”, denominados ahora
acinos. Concebidos como aproximadamente triangulares, los acinos poseen en sus bases
ramas terminales de la arteria hepatica y de la vena porta procedentes de los espacios porta,
mientras que las ramificaciones de las venas centrolobulillares se sitian en sus vértices (Fig.
2). El parénquima de los acinos hepéticos se divide en tres zonas: la zona 1 es la m&s cercana
al aporte vascular; la zona 3 rodea las venas centrolobulillares terminales y la zona 2 es la
zona intermedia. Esta division tiene consecuencias metabolicas considerables, ya que la
actividad de muchas enzimas hepaticas muestra un gradiente lobulillar (Jungermann K &
Kietzmann T., 1996). Ademéas, muchas formas de lesién hepéatica siguen también una
distribucién zonal (Robbins, 2000).

14
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Figura 2. Representacién esquematica de la arquitectura microscépica del higado. El clasico lobulillo hexagonal se dispone alrededor de
una vena centrolobulillar (vénula hepatica terminal), con espacios porta en tres de sus vértices. El acino triangular tiene como base los vasos
penetrantes, que nacen de las venas portas y las arterias hepaticas hacia el parénquima. El vértice esta formado por la vena centrolobulillar. Las
zonas 1, 2 y 3 representan las regiones metahdlicas cada vez mas distantes de la irrigacién sanguinea (Robbins, 2000).

El parénquima hepatico estd organizado en laminas o “placas” cribiformes y anastomosadas
entre si que, cuando se observan al microscopio, aparecen como cordones celulares. Los
hepatocitos situados en la proximidad inmediata de los espacios porta reciben el nombre de placa
limitante y forman un borde discontinuo en torno al mesénquima del espacio porta. Alrededor de
las venas centrolobulillares, las trabéculas de hepatocitos adoptan una disposicion radial. El
tamafo global de los hepatocitos es bastante uniforme pero sus ndcleos varian de tamafio,
namero y ploidia, sobre todo en las personas de edad avanzada. Tienden a predominar las
células uninucleares y diploides, pero existe una fraccion significativa de células binucleadas
y el cariotipo puede alcanzar incluso la octaploidia (Robbins, 2000).

Entre los cordones o trabéculas hepatocitarias existen sinusoides vasculares. La sangre
arterial y venosa portal circula por los sinusoides y pasa a las venas centrolobulillares a través
de los innumerables orificios presentes en sus paredes. Por lo tanto, dos lados de los
hepatocitos se encuentran bafiados por una mezcla de sangre arterial y venosa portal, que
representa el 25% del gasto cardiaco, y forman parte de las poblaciones celulares del
organismo que reciben una irrigacion mas rica. Los sinusoides se encuentran revestidos por
células endoteliales fenestradas y discontinuas que limitan un espacio extrasinusoidal

denominado espacio de Disse, hacia el que se proyectan abundantes microvellosidades

15



hepatocitarias. Las células de Kupffer (KCs) son células del sistema mononuclear-fagocitico
que se unen salpicadamente a la superficie luminal de las células endoteliales. En el espacio
de Disse existen aun otras células que contienen grasa, las células estrelladas hepaticas (CEH)
(también llamadas células de Ito), de origen mesenquimal (Fig. 3). Estas ultimas intervienen
en el almacenamiento y metabolismo de la vitamina A; como se vera méas adelante, se
transforman en miofibroblastos productores de colageno en caso de inflamacion o fibrosis
del higado (Robbins, 2000).
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Figura 3. Trabéculas hepatocitarias. Las trabéculas hepatocitarias se disponen de manera radial cuyo centro es la vena interlobulillar. El espacio
de Disse se dispone entre las células hepaticas y el sinusoide, en el se encuentran células que almacenan grasa (células de Ito) que al recibir ciertos
estimulos cambian su fenotipo a fibroblasto.  Figura tomada de https://www.mindomo.com/es/mindmap/unidades-estructural-higado-
ccd4cldallb5392c2c2456bf45a90eff
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Entre hepatocitos contiguos se forman canaliculos biliares, de 1 a 2 um de diametro,
constituidos por depresiones de las membranas plasmaéticas de las células vecinas separados del
espacio vascular por uniones intimas. Hacia estos espacios intercelulares, considerados las raices
mas externas del arbol biliar, se proyectan numerosas microvellosidades. Los microfilamentos
intracelulares de actina y miosina localizados en torno a los canaliculos ayudan a impulsar el
liquido biliar hacia los espacio porta (Fig. 3) (Tsulada N. et al., 1995). Los canales comienzan en
las regiones centrolobulillares y se van uniendo progresivamente hasta drenar en los conductos de
Hering, las ramas tributarias parenquimatosas terminales del sistema de conductos biliares. El flujo
biliar pasa por sus luces en direccion a los conductos biliares interlobulillares, situados en los

espacio porta, los cuales poseen un revestimiento epitelial cubico mas resistente (Robbins, 2000).

1.1.2 Poblaciones célulares hepaticas.

El higado consta de diferentes tipos de células. En términos generales, pueden
clasificarse como células parenquimatosas (hepatocitos) y células no parenquimatosas. Los
hepatocitos forman la base estructural del higado y constituyen la mayoria de la masa del
higado. Las células no parenquimatosas, incluyen otros tipos de células diferentes incluyendo
KCs, células endoteliales sinusoidales, células estrelladas, fibroblastos periportales y células
dendriticas (CDs) hepaticas (Monga S. 2011).

1.1.2.1 Hepatocitos.

Los hepatocitos, la unidad funcional del higado, desempefian muchas funciones
importantes, incluyendo la destoxicacion, la sintesis y el metabolismo. La disponibilidad de
una fuente homogénea de hepatocitos se considera la herramienta mas valiosa para la
deteccion de la toxicidad (Monga S. 2011).
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1.1.2.2 Células estrelladas hepaticas.

Las células estrelladas fueron identificadas por von Kupffer en 1876 (Zhao Y. et al.,
2015). Constituyen aproximadamente el 1.5% del volumen hepatico total y el 5-8% del
namero de células hepaticas (Blouin A. et al., 1977, Klinger W. et al., 1988). Se localizan en
el espacio de Disse adyacente a los hepatocitos, bajo la capa endotelial sinusoidal fenestrada
(Fig. 4). Casi 50-80% de los retinoides del cuerpo (retinol mas ésteres de retinilo) se
almacenan en el higado; las CEH acumulan del 80-90%, y lo almacenan en numerosas gotas
de grasa perinuclear (Lomhoff R. et al., 1990). Fisiol6gicamente, las CEH son quiescentes,
de vida larga, y contienen reticulo endoplasmatico rugoso moderadamente desarrollado y un
pequefio nimero de mitocondrias. La acumulacion de células que contienen menos gotas de
lipidos, de menor tamafio y abundante reticulo endoplasmatico (tipico de los fibroblastos) en
las areas de lesion fibrotica Ilevo a la hipotesis de que estas células se originan a partir de
células estrelladas (Kent G. et al.,, 1976, McGee JO. & Patrick R. 1972). Trabajos
subsiguientes confirmaron que las CEH pierden retinoides y adquieren un fenotipo altamente
proliferativo miofibroblastico que contiene mayores cantidades de reticulo endoplasmatico
rugoso durante la lesion hepatica. La activacion de las CEH se asocia con la expresion de los
receptores del factor de crecimiento derivado de plaquetas (Pinzani M. et al., 1989, Wong L.
et al., 1994), los receptores de ferritina (Ramm GA. et al., 1994), y la disminucion de la
expresion del receptor gamma activado por proliferadores de peroxisoma (PPARY) (Yang L.
et al., 2006).
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Figura 4. (a) Representacion esquematica de los componentes celulares hepaticos mas importantes implicados en la fibrosis
hepatica. (Abreviaturas: CEH, célula estrellada hepatica en el espacio de Disse; CE, célula endotelial sinusoidal.) (b) correlacion
histolégica con el panel a. Seccion de parafina del higado humano levemente fibrético tefiido con azul de anilina. Observe las fibras
fibroticas (azul) en la esquina inferior izquierda. Aumento original 400. Figura parcialmente adaptada de Sevier Medical Art con permiso
(Wick G. et al., 2013).

1.1.2.3 Células de Kupffer.

Las células de Kupffer, son los macréfagos residentes hepaticos, forman una parte
importante del sistema fagocito reticuloendotelial 0 mononuclear (Szymaaska R. et al.,
1979). Representan aproximadamente 30-35% en volumen y aproximadamente 20% en
numero de células no parenquimatosas (Blouin A, et al., 1977, Freudenberg N. et al., 1989).
Las KCs son de forma irregular y se localizan en el lumen de los capilares en el higado,

adheridos a las células endoteliales (Fig. 4). Sus prolongaciones citoplasmicas
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(pseudopodos), indican la funcion fagocitica, sobresalen en la luz sinusoidal y también
pueden penetrar en el espacio de Disse a través de fenestraciones endoteliales mas grandes
(Monga S. 2011).

1.1.2.4 Células endoteliales sinusoidales.

En todos los 6rganos del cuerpo, la vasculatura esta revestida por un epitelio escamoso
simple, denominado endotelio. Independientemente del 6rgano en cuestion, los endotelios en
tejidos normales mantienen un conducto no trombogénicamente alineado a través del cual una
variedad de células sanguineas y vehiculo (plasma) ayudan a suministrar oxigeno, nutrientes y
factores de mantenimiento para eliminar los desechos, desperdicios y productos de
descomposicion del tejido subyacente. El endotelio sinusoidal hepético desempefia
innegablemente estas funciones (Monga S. 2011).

1.2 Patologia Hepatica.

1.2.1 Patrones morfoldgicos y funcionales generales de la lesion hepatica.

Son muchas las agresiones de tipo metabolico, toxico, microbiano, circulatorio y neoplasico
capaces de producir lesiones hepaticas. En algunos casos, la enfermedad es primaria del higado,
como sucede con la hepatitis viral o el carcinoma hepatocelular. No obstante, con mayor
frecuencia, la afectacion hepatica es secundaria, a menudo asociada a alguna de las
enfermedades mas comunes del hombre, como son las descompensaciones cardiacas, el cancer
diseminado, el alcoholismo o las infecciones extra hepaticas. La enorme reserva funcional de
este érgano compensa, hasta cierto punto, el impacto clinico de las lesiones hepaticas iniciales.
Sin embargo, cuando la enfermedad difusa progresa o se produce una interrupcion estratégica
del flujo biliar, las consecuencias de la alteracion funcional hepética pueden poner en peligro,
incluso, la vida del paciente (Robbins, 2000).
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1.2.2 Lesion hepatica.

Desde el punto de vista morfoldgico, el higado es un 6rgano Gnico, con un repertorio limitado
de respuestas a la agresion. Sea cual sea la causa, pueden observarse cinco tipos de respuestas
(Robbins, 2000).

Degeneracion y acumulacion intracelular. Las alteraciones secundarias a las agresiones de
tipo toxico o inmunitario pueden hacer que los hepatocitos adopten un aspecto tumefacto y
edematoso (degeneracion balonizante), con grumos irregulares en el citoplasma y grandes
espacios vacios (Fig. 5). Otra posibilidad es que el material biliar retenido confiera un aspecto
tumefacto y esponjoso difuso al hepatocito (degeneracion espumosa) (Fig. 6). En los hepatocitos
viables pueden acumularse distintos tipos de sustancias, entre ellas hierro y cobre. La
acumulacion de gotitas de grasa recibe el nombre de esteatosis. Cuando se trata de multiples
gotitas diminutas que no desplazan al nucleo, se habla de esteatosis microvesicular, propia de
cuadros tales como hepatopatia alcoholica aguda y la esteatosis hepatica aguda del embarazo.
Por el contrario, el higado de los alcohdlicos cronicos o en las personas obesas o diabéticas,
suele encontrarse una Unica vacuola grande que desplaza al nucleo; esta lesion constituye la

esteatosis macrovesicular (Robbins, 2000).
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Figura 5. Células balonizantes, vacuolacion citoplasméatica de  Figura 6. Degeneracion espumosa hepatocitaria con cambio graso
hepatocitos con cambio graso macrovesicular en un raton  microvesicular en un raton macho P53 de un estudio crénico.

B6C3F1 macho de un estudio crénico. Figura tomada de  Figura tomada de
https://ntp.niehs.nih.gov/nnl/hepatobiliary/liver/fatty_change/index.h  https://ntp.niehs.nih.gov/nnl/hepatobiliary/liver/fatty_change/index.h
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Necrosis. Cualquier agresion importante del higado puede dar lugar a necrosis hepatocitaria. En
la necrosis coagulativa isquémica, las células hepaticas aparecen tefiidas y “momificadas”, con
nacleos a menudo lisados. Cuando la muerte celular se debe a mecanismos toxicos o
inmunoldgicos, proporciones variables de hepatocitos aislados adoptan una forma redondeada,
se retraen, entran en picnosis y adquieren un aspecto intensamente eosinofilo, formando los
[lamados cuerpos de Councilman, que contienen fragmentos de nlcleos. Esta forma de muerte
celular es consecuencia de la apoptosis. Otros hepatocitos pueden hincharse osmoticamente y
romperse, en la llamada necrosis litica (Robbins, 2000).

Es frecuente que la necrosis siga una distribucién zonal, siendo la mas evidente la que afecta
a los hepatocitos situados en torno a las venas centrolobulillares (necrosis centrolobulillar) (Fig.
7), lesion caracteristica de la isquemia y de varias reacciones a farmacos y a toxicos. Las necrosis
mediazonal o periportal puras son raras: la segunda de ellas es caracteristica de la eclampsia. La
mayor parte de las otras causas de lesion hepatica producen una mezcla variable de muerte
hepatocelular e inflamacion. La necrosis hepatocitaria puede limitarse a algunas células
dispersas en el interior de los lobulillos hepaticos (necrosis focal) o en la interfaz entre el
parénquima periportal y los espacios porta inflamados (hepatitis de interfaz). En las lesiones
inflamatorias mas graves, la necrosis de hepatocitos contiguos puede abarcar lobulillos
adyacentes, siguiendo un patron porto-portal, porto-central o centro-central (necrosis en
puentes). La necrosis de lobulillos enteros (necrosis submasiva) o de la mayor parte del higado

(necrosis masiva) suele provocar la insuficiencia hepatica aguda (Robbins, 2000).
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Figura 7. Necrosis centrolobulillar en un ratén B6C3F1 macho de un estudio subcronico. Figura tomada de
https://ntp.niehs.nih.gov/nnl/hepatobiliary/liver/necrosis/index.htm
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Inflamacion. Cuando los agentes estresantes como patégenos o insultos ambientales desafian
al higado durante largos periodos de tiempo y su eliminacién no es posible, la inflamacién es el
siguiente paso. El inicio de la inflamacion es seguido de fibrosis, cirrosis e insuficiencia
hepatica. En las formas agudas de lesion hepatica causada por virus, farmacos o reseccion
hepética, las respuestas inflamatorias desempefian un papel importante que conduce a lesiones
citotoxicas. Citocinas producidas por las células del sistema inmune innato y adaptativo en el
higado son mediadores clave de la respuesta inflamatoria y estan impulsando la enfermedad
inflamatoria (Monga S. 2011).

La funcion del higado como un "érgano inmunolégico” se atribuye al hecho de que una
gran cantidad de células inmunitarias residen en él, para realizar una amplia gama de respuestas
inmunes. El higado tiene el potencial Unico de detectar y atacar patdgenos invasores, advertir al
huésped de patdgenos, a través de la produccion de factores inflamatorios, y regular la induccion
de respuestas inmunes adaptativas especificas de patégenos. Ademas de los patdgenos, las
sefiales enddgenas de peligro de las células dafiadas 0 moribundas también son reconocidas por
las vias inmunitarias innatas en el higado e inducen una inflamacion "estéril”. Todas estas y
muchas otras funciones son ejecutadas por los diferentes tipos de células en el higado incluyendo
las células parenquimatosas o hepatocitos, pero lo méas importante es que las células
inmunitarias innatas no parenquimatosas, tales como los macréfagos o células Kupffer (KCs),
diferentes tipos de células dendriticas (CDs), células asesinas naturales (NK) y células asesinas
naturales T (NKT), permiten respuestas inmunitarias apropiadas frente a patégenos. Ademas,
las células infiltrantes como los neutrofilos, las células T, las células T reguladoras y las células
madre derivadas de la médula 6sea juegan un papel importante durante las enfermedades
inflamatorias hepaticas agudas y cronicas. La inflamacion hepética se clasifica bajo hepatitis
aguda identificada por inflamacion aguda y dafio a hepatocitos o lesién hepatica cronica
reconocida por esteatohepatitis o fibrosis hepatica. Diferentes tipos de células del higado (Fig.
8) contribuyen a la lesion hepatica basada en la hepatotoxina, la duracion del insulto y la
exposicion directa o indirecta a la hepatotoxina (Monga S. 2011).
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Figura 8. Células inflamatorias implicadas en lesiones hepaticas. Se representan tipos de células inmunes tales como monocito/macréfagos,
células T y células NKT, células dendriticas, neutréfilos y mediadores de citocinas/quimiocinas producidas resultando en inflamacién hepética
(Monga S. 2011).

Fibrosis. La fibrosis (del latin fiber= filamento, hilo) se define como una deposicién excesiva de
componentes de la matriz extracelular (ECM) colégeno y no colageno en 6rganos y tejidos como
consecuencia de la proliferacion y activacion de fibroblastos y miofibroblastos. Los dltimos
todavia no estan definidos de forma inequivoca por los marcadores caracteristicos y pueden
desarrollarse tanto a partir de fibroblastos como de células no fibroblasticas mediante
transdiferenciacion desencadenada por citocinas proinflamatorias y profibroticas producidas por
células del sistema inmune innato y adaptativo (Wick G. et al., 2013). Es decir en todas las formas
de fibrosis, las reacciones inflamatorias-inmunoldgicas tienen lugar en las primeras etapas,
promoviendo procesos profibréticos posteriores y elementos tanto del sistema inmune innato como
adaptativo estan involucrados en esta secuencia de eventos (Wick G et al., 2010).

Al principio de la patogenia de la fibrosis, los neutrofilos, los eosindfilos, los
monocitos/macréfagos, los mastocitos y las células linfoides, incluidas las células asesinas
naturales/asesinas naturales T (NK / NKT) se encuentran en las areas afectadas (Wick G. et al.,
2013).

En la inflamacion aguda los primeros efectores son los granulos de neutrofilos, estos
contienen numerosas enzimas. Enzimas como metaloproteinasas de matriz (MMP), elastasa y
catepsinas. Cuando estas se liberan pueden escindir especificamente en los componentes del tejido

conectivo colagenoso y no colagenoso, considerados como instrumentos en la remodelacion tisular
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en el curso de la fibrosis; por otro lado, los neutréfilos juegan un papel indirecto al activar mas
componentes celulares del sistema inmune innato que promueven la fibrogénesis (Lefkowitz DL.
& Lefkowitz SS. 2001).

Los macrofagos activados producen factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) e interleucina
1 (IL-1) que a su vez activan a los fibroblastos e inducen la sobreproduccion de proteinas de la
matriz extracelular (MEC). La transduccion de sefial desencadenada por TNF-o que conduce a la
expresion de citocinas fibrogénicas es principalmente eficaz a través de la ruta de NF-xB (factor
nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas). Por el contrario, los
efectos antifibroticos son ejercidos por interferon gamma (IFN-y) producido por células NK
activadas (Wick G. et al., 2013).

Desde un punto de vista cuantitativo, es decir, contemplando la composicion de infiltrados
de celulas mononucleares inflamatorias cronicas en las primeras fases de formacion de tejido
fibrético, los monocitos que luego se transforman en macrofagos sésiles parecen ser los principales
actores en la fibrogénesis. Los mecanismos de defensa exactos ejercidos por ellos todavia no estan
claros, pueden depender del evento inicial que desencadena la inflamacion, por ejemplo, infeccion,
estrés mecanico, material extrafio inorganico (por ejemplo, implantes de silicona) o especies
reactivas de oxigeno (Wick G. et al., 2013).

Las células estrelladas hepéticas, los fibroblastos y los miofibroblastos se activan, proliferan y
producen grandes cantidades de componentes de MEC (Fig. 9). Este proceso comienza en los
campos periportales y desde alli se extiende al lobulillo de la célula hepética entre las trabéculas
hepaticas (Wick G. et al., 2013).
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Figura 9. Mecanismo inmune-innato en la fibrosis hepatica. El dafio hepatico crénico conduce a la descomposicion de la barrera hematica
del intestino con la liberacion de toxinas bacterianas, por ejemplo, LPS, desde el microbioma intestinal a la circulacion a través de la vena porta.
Los LPS estimulan la via MyD88-Irak a través de TLR4 en CEH quiescentes. Las CEH estimuladas producen quimiocinas (CCL2, CCL5, etc.) que
reclutan células de Kupffer al unirse a los receptores de quimiocinas. Las CEH activadas se vuelven cada vez mas sensibles a la citocina profibrética
TGF-B1, proporcionada por las células de Kupffer. ECM excesivo, principalmente colageno, produce fibrosis hepética. (Abreviaturas: ECM, matriz
extracelular, CEH, célula estrellada hepatica, LPS, lipopolisacarido, TGF, factor de crecimiento transformante, TLR, receptor tipo Toll). (Wick G.
etal., 2013).

Las CEH cambian su perfil en reposo a productor de colageno de tipo V> 11> | al colageno
11> IV> | todavia reversible, a un colageno 1> 111> IV final, es decir, etapa irreversible
(Kershenobich S. & Weissbrod AB. 2003) dominada por colageno tipo | (Wick G. et al., 2013).
Las CEH activadas producen cantidades abundantes de MEC, lo que resulta en fibrosis hepatica,
como se ha menciono anteriormente. Mediante la activacion de receptores tipo Toll (TLR), las
CEH pueden producir citocinas y quimiocinas proinflamatorias (TNF-a, CXCL1, CCL4, CCL3,
CCL2), manteniendo activa la inflamacidn y, por lo tanto, el proceso profibrético (Bertola A et al.,
2010) (Fig. 9). CXCL10 también se ha revelado como un factor profibroético potente que participa
en el didlogo cruzado entre los hepatocitos, las CEH y las células del sistema inmune (Hintermann
E et al., 2010). Asi mismo las CEH activadas inducen la regulacion positiva de MMP-2 que causa
la degradacion de las membranas basales locales, seguida del reemplazo de las células hepaticas
destruidas por tejido cicatrizal intersticial depositado primero en el espacio subendotelial de Disse
(Wick G. et al., 2013).
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1.2.3 Cirrosis.

La cirrosis hepatica es un problema de salud publica mundial, en México se encuentra dentro
de las 10 principales causas de muerte, 5.3% y 2.2% de la poblacion econdmicamente activa de
hombres y mujeres son afectados, respectivamente (INEGI, 2015; SIDSS, 2015). La cirrosis
puede ser originada por un gran nimero de agentes quimicos, biologicos y por enfermedades
metabolicas: ingesta continua de alcohol; exposicion a metildopa, tetracloruro de carbono; altas
concentraciones de vitamina A; generacion de anticuerpos contra las células del ducto biliar;
enfermedad de Wilson; hemocromatosis; deficiencia de a-1 antitripsina, entre otras decenas de
agentes y condiciones. El hecho de que varias afecciones hepaticas desencadenen la cirrosis
sugiere que comparten un mecanismo comun de patogénesis (Jaramillo J. et al., 2006). Este
estadio terminal de las hepatopatias cronicas tiene tres caracteristicas especificas (Fig.10):

I. Tabiques fibrosos, en forma de bandas delicadas que unen las distintas
estructuras portales o centrolobulillares, o en forma de amplias cicatrices
que sustituyen a varios lobulillos adyacentes.

ii. Nodulos parenquimatosos, causados por la regeneracion de los
hepatocitos que quedaron aislados, de tamafo variable, desde pequefios

(<3 mm de diametro o micronodulos).

iii. Alteracién de la arquitectura de todo el higado (Robbins, 2000).

K

Figura 10. Micrografia de higado cirrotico (Tincion Tricrémica). Figura tomada de http://www.pharmaceutical-
technology.com/news/newslupin-introduces-hepatic-encephalopathy-treatment-zaxine-canada-4558527/
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Debe insistirse en varios aspectos:

a) La lesion parenquimatosa y la fibrosis consiguiente son difusas y se
extienden por todo el higado; las lesiones focales con cicatrizacién no
constituyen cirrosis.

b) Para poder establecer el diagndstico, son imprescindibles los nddulos de
regeneracion, reflejo del equilibrio entre la actividad regeneradora y la
cicatrizacion constrictiva.

c) La fibrosis, una vez establecida, suele ser irreversible, aunque en casos
raros de esquistosomiasis y hemocromatosis se ha observado regresion.

d) Existe una reorganizacion de la arquitectura vascular, secundaria a la
lesiobn parenquimatosa y a la cicatrizacion con formacion de
comunicaciones anormales entre los vasos que llevan la sangre al 6rgano

y los canales venosos de salida (Robbins, 2000).

Patogenia. En la cirrosis, el proceso patogénico central es la fibrosis progresiva. En el higado
normal, el colageno intersticial (tipo | y 111) se concentran en los espacio porta y alrededor de
las venas centrolobulillares, con algunas bandas en los espacio de Disse. El colageno (reticulina)
que sigue el trayecto de los hepatocitos esta formado por delicadas fibras de colageno tipo IV
situadas en el espacio de Disse. En la cirrosis, se deposita colageno de los tipos | y 111 en el
lobulillo, creando tabiques fibrosos finos o anchos. En estos tabiques, se forman canales
vasculares nuevos que comunican la region portal (arterias hepéticas y venas porta) con las
venas centrolobulillares, estableciendo cortocircuitos por los que la sangre evita el parénquima.
El depobsito continuo de colageno en el espacio de Disse del parénquima conservado se asocia a
la pérdida de las fenestraciones de las células endoteliales de los sinusoides. En el proceso, el
espacio sinusoidal termina por parecer mas un capilar que un canal para el intercambio de
solutos entre los hepatocitos y plasma. Todo ello provoca graves alteraciones de la secrecion
hepatocelular de proteinas (p. ej., albimina, factores de la coagulacion, lipoproteinas, etc.)
(Robbins, 2000).

La cirrosis se define por el desarrollo de complicaciones clinicamente evidentes de la

enfermedad hepatica (por ejemplo, varices esofagicas, ascitis, ictericia, peritonitis bacteriana
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espontanea, encefalopatia hepatica, hipertension portal, carcinoma hepatocelular) (Fig. 11). Los
pacientes con cirrosis compensada no tienen sintomas relacionados con su cirrosis y, a menudo,
no se reconocen hasta que se manifiestan estas complicaciones. En ese momento, la
supervivencia media de la cirrosis descompensada se reduce drasticamente (<2 afios vs >12 afios
para la cirrosis compensada) (Walker M. et al., 2016. Muir AJ. 2015).

La presentacion clinica de los pacientes con cirrosis, incluso aquellos con enfermedad grave,
suele ser asintomatica, con un panel hepatico completamente normal o sélo ligeramente
anormal. Ademas, los pacientes pueden tener cirrosis y sentirse bien, temprano en el curso de la
enfermedad, aunque su calidad de vida puede verse afectada (Steven L. 2017).

Cuando los pacientes llegan a ser sintomaticos, a menudo es demasiado tarde para revertir el
curso clinico. Signos y sintomas sutiles incluyen hinchazon abdominal, elevacion de la alanino
aminotransfereasa (ALT) y/o aspartato aminotransferasa (AST), recuento de plaquetas
<150.000/L, fosfatasa alcalina elevada, bilirrubina >1.1 mg/dl, albdmina sérica <2.5 g/dL vy el
tiempo de protrombina <100%. La fosfatasa alcalina y/o la gammaglutamiltransferasa pueden
estar levemente elevadas, pero la bilirrubina normalmente permanece normal a menos que haya
una enfermedad avanzada. Es importante tener en cuenta que las pruebas de funcién hepatica

normales no descartan la cirrosis (Steven L. 2017).
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Figura 11. Principales consecuencias clinicas de la hipertension portal de la cirrosis. Imagen tomada
http://images.slideplayer.es/13/4056185/slides/slide_19.jpg
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1.2.4 Activacion de células estrelladas hepaticas.

Parece que la mayor parte del exceso de colageno presente en la cirrosis procede de las
células hepaticas estrelladas (células de Ito) perisinusoidales, presentes en el espacio de Disse.
Aunque en condiciones normales su funcion primordial es el almacenamiento de vitamina A,
durante el desarrollo de la cirrosis se activan, pierden sus depositos de esteres de retinol y se
transforman en células de tipo miofibroblastico. Como se muestra en la figura 12, los estimulos
para la sintesis y el deposito de colageno pueden proceder de fuentes diversas:

1. Inflamacion cronica, con produccion de citocinas inflamatorias del tipo
del factor de necrosis tumoral (TNF)-a, factor de transformacion del
crecimiento (TGF)-B e interleucina 1.

2. Produccion de citocinas por las células endoteliales estimuladas (células
de Kupffer, células endoteliales, hepatocitos y células epiteliales de los
conductos biliares).

3. Alteracion de la matriz extracelular.

4. Estimulacion directa de las células estrelladas por toxinas (Robbins,
2000).

Células estrelladas La célula de Kupffer activada
activadas libera citocinas que favorecen:

Sinusoide

«Miofibroblasto» Proliferacion: Contraccion: Quimiotaxis:
Proliferacion PDGF

Célula  céjula estrellada  Célula de Fibras
endotelial  gujescente Kupffer finas de

Disfuncion y
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Hepatocitos Canaliculo biliar - Hepatocito
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Figura 12. Activacion de células estrelladas y fibrosis hepética. La activacion de las células de Kupffer provoca la secrecion de maltiples
citocinas. El factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa) activan las células estrelladas
y la contraccidn de las células estrelladas activadas se estimula mediante la endotelina-1 (ET-1). La fibrogenia se estimula gracias al factor de
crecimiento transformante f (TGF-B). La quimotaxis de las células estrelladas activadas hacia las zonas de lesion se favorece por el Factor
estimulante de plaquetas (PDGF) y la proteina 1 quimiotictica de los monocitos (MCP-1). Imagen tomada de
http://documents.tips/documents/higado-patologia-de-robbins-y-cotran.htm
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La aparicion de miofibrillas en las células estrelladas perisinusoidales y su transformacion
en miofibroblastos aumentan también la resistencia vascular en el interior del parénquima
hepatico, ya que la contraccion tonica de estos “miofibroblastos” reduce la luz de los canales
vasculares sinusoidales (Robbins, 2000).

Durante todo el proceso de lesion y fibrosis hepética, los hepatocitos restantes reciben
estimulos continuos de regeneracion, por lo que proliferan y forman nodulos esféricos dentro
de los limites de los tabiques fibrosos. El resultado final neto es un higado fibroso y nodular,
con una grave limitacion de la sangre que llega a los hepatocitos y la consiguiente disminucién
de su capacidad de secretar sustancias al plasma. La alteracion de la interfaz entre el parénquima
y los espacios porta oblitera asimismo los conductillos biliares. Por tanto, el paciente cirrético
puede desarrollar ictericia e incluso insuficiencia hepatica, aunque la masa hepatica total sea
normal (Robbins, 2000).

Regeneracion. El higado dispone de una enorme reserva y ello permite que, salvo en las
enfermedades mas fulminantes, sus lesiones vayan seguidas de regeneracion. La proliferacion
celular se pone de manifiesto a través de la mitosis, engrosamiento de las trabéculas
hepatocitarias y cierta desorganizacion de la estructura del parénquima. La proliferacion del
epitelio de los conductos biliares hace que en los espacios porta muestre un nimero excesivo de
ellos. Cuando se produce una necrosis hepatocelular que deja intacta la trama de tejido

conjuntivo, la reconstruccién de la arquitectura hepatica puede ser casi perfecta (Robbins, 2000).

1.2.5 Tetracloruro de carbono.

El tetracloruro de carbono (CCls) es una fuerte hepatotoxina que causa necrosis centrilobular
en animales de experimentacion, utilizada para inducir un modelo de lesion hepatica quimica
en estudios experimentales (Weber LW et al., 2003, Ahn M et al., 2014). La hepatotoxicidad y
las propiedades carcindgenas de CCls han sido bien definidas en humanos (Clawson G. 1989).
Los modelos animales de CCls demuestran una similitud significativa con los sintomas de
toxicidad en humanos, incluyendo las manifestaciones morfoldgicas, bioquimicas y patologicas
(Ahn M et al., 2014, Pérez, 2007, Lee CH et al., 2007, Yang YS et al., 2008).
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En el presente estudio, se utilizd CCls en un modelo de rata macho Wistar para inducir dafio
hepatico por inyeccion intraperitoneal. Se ha documentado que el metabolismo de CCls en sus
radicales libres, el triclorometilo (CCls¢) y peroxi triclorometilo (¢«OOCCIl3), producen efectos
hepatotdxicos, como fibrosis, esteatosis, necrosis y hepatocarcinoma (Fang H.L. & Lin W.C.,
2008).

El CCl4 se metaboliza en el cuerpo, principalmente por el higado, pero también en los rifiones,
pulmones y otros tejidos que contienen citocromo P450 (CYP450). ElI metabolismo del
tetracloruro de carbono ha sido ampliamente estudiado en sistemas de mamiferos in vivo e in
vitro. En la figura 13 se muestra un esquema metabolico para el tetracloruro de carbono. El paso
inicial en la biotransformacion del tetracloruro de carbono es la deshalogenacion reductora: la
escision reductora de un enlace carbono-cloro para producir el ion cloruro y el radical
triclorometilo (Tomasi et al., 1987, Slater, 1982, Poyer et al., 1980, 1978, Lai et al., 1979).La
etapa inicial de reaccién es catalizada por un CYP450 dependiente de nicotinamida-adenina-
dinucleotido-fosfato (NADPH) que es inducible por fenobarbital o etanol (Castillo et al., 1992,
Noguchi et al., 1982, Sipes et al., 1977). En humanos y animales, el citocromo P450 2E1
(CYP2EL1) es la principal enzima implicada en la bioactivacion del tetracloruro de carbono,
mientras que el citocromo P450, familia 3, subfamilia A, también conocido como CYP3A puede
estar implicada en condiciones de alta exposicion (Zangar et al., 2000; Raucy et al., 1993).
Como se demostro en estudios con ratones knock-out con CYP2EL, esta enzima es necesaria
para el desarrollo de hepatotoxicidad (medida por elevadas enzimas hepaticas e histopatologia
hepética) en ratones expuestos al tetracloruro de carbono (Wong et al., 1998).

Aerdbicamente, el radical triclorometilo puede atrapar oxigeno para formar el radical peroxi
triclorometilo, que puede unirse a proteinas tisulares formando aductos (Galelli y Castro, 1998,
Packer et al., 1978) o descomponerse para formar fosgeno (COCI;) (Pohl et al., 1984) y una
forma electrofilica de cloro (Pohl et al., 1984). El radical peroxi triclorometilo es el iniciador
primario de la peroxidacion lipidica que se produce a partir de la exposicion al tetracloruro de
carbono (Boll et al., 2001).

32



Tetracloruro de carbono

R-CCl, )

aductos
0,

-0-0-CCl,
Ii

Radical
Triclorometilperoxi

Lipoperoxndamon

R, 2e-
2H+
-CO

2 HCI

Cm}/

2 HCI

Acido oxotiazolidin
carboxilico

2

red

Figura 13. Esquema metabdlico del tetracloruro de

libres triclorometilo y pero

La cantidad de tetracloruro de car

el contenido de CYP450 del tejido
mayor acumulacion de metabolitos de tetracloruro de carbono ocurre en la region centrilobular,

que tiene altos niveles de CYP450 (Bergman 1983).

Zangar y cols. (2000) midieron las constantes de velocidad metabdlica del tetracloruro de

carbono para preparaciones de microsomas hepaticos humanos y animales in vitro. Los

CCl,
| —e-
G-«
CCl
3 Dlmerlzacmn C|3CCC|3
Radical
Tncloromet;lo Hexacloroetano
H+ \ /
CHCI
Cloroformo
H-O-CCl
Trlclorometanol chloro-
carbono
HCM/ HZO
|c|) co
(g g Monoxido
i | de carbono
Fosgeno
GSH
Glutation
ucido
Dioxido
de carbono
Ditiocarbonato
de diglutiatonil

carbono. El metabolismo del CCl, se debe a la enzima CYP450, generando a los radicales
xitriclorometilo, los cuales general lipoperoxidacion y aductos.

bono metabolizado en un tejido dado esta relacionada con
1977). En el higado, la

(Bergman 1983. Villarruel et al.,



resultados sugieren que la tasa metabolica en humanos es més similar a la tasa en ratas que en

otras especies de roedores.

1.3 Blancos terapéuticos.

Existe una gran cantidad de informacién respecto a los mecanismos fisiopatologicos que
participan durante el desarrollo de una lesion hepatica. Tal parece que esta patologia se
desencadena de manera multifactorial debido a la gran variedad de mecanismos moleculares y
celulares que participan. Se han desarrollado un sinnumero de estrategias terapéuticas para tratar
de detener el avance, disminuir o revertir el proceso de dafio hepéatico causado por una lesién de
tipo aguda que si se vuelve cronica puede desencadenar en cuadro cirrético, pero aun la ciencia no
ha dado en el blanco para curar por completo esta enfermedad.

Actualmente el Unico tratamiento totalmente efectivo para la cura de esta patologia es el
trasplante hepatico, sin embargo, sabemos que posee limitaciones debido a su dificil acceso, la
compatibilidad paciente-donante y el riesgo de complicaciones, entre otras cosas, no lo hace una
opcidn accesible.

La base farmacoldgica de algunos de los tratamientos para enfermedades hepaticas, como la
fibrosis, se apoya en un creciente cuerpo de evidencia sobre las interacciones entre el
microbioma intestinal y su huésped humano. El microbioma humano es el genoma colectivo (es
decir, el material genético) de los méas de mil tipos de microorganismos que viven en asociacion
con el cuerpo humano, la gran mayoria de los cuales residen en el intestino distal (US National
Institutes of Health. 2016. Gordon JI. et al., 2015). Este sistema ecolégico interactia con los
organos internos y externos, factores que ayudan a mantener la salud general del individuo
(Moraes-Filho JP. & Quigley EM. 2015).

Las terapias futuras deberan tener como blanco la interaccion del microbioma con otros
Organos, para evitar tratamientos invasivos que conlleven un riesgo para la vida del paciente.
Tomando en cuenta el papel primordial de citocinas y sustancias vasoactivas en este tipo de
patologias, y no enfocarse especificamente en sus efectos a nivel hepatico, debido a los diversos

efectos hemodinamicos de estos agentes sobre la circulacién sistémica, portal y colateral.
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1.4 Probidticos.

La demostracion de que la microflora intestinal es de gran importancia en el desarrollo del
sistema inmunoldgico y en el mantenimiento de los procesos inmunoldgicos normales locales y
sisttmicos ha fomentado la investigacién sobre microorganismos con posibles efectos
inmunolégicos benéficos.

Los probidticos son microorganismos vivos que, ingeridos en cantidad adecuada, ejercen
efectos benéficos para la salud més all& de sus propiedades puramente nutricionales (Guarner F.
& Schaafsma G. 1998). Para que un microorganismo pueda realizar esta funcion de proteccion
tiene que cumplir los postulados de Huchetson: ser habitante normal del intestino, tener un
tiempo corto de reproduccion, ser capaz de producir compuestos antimicrobianos y ser estable
durante el proceso de produccion, comercializacion y distribucion para que pueda llegar vivo al
intestino (Pardio et al., 1994). El efecto protector de estos microorganismos se realiza mediante
2 mecanismos: el antagonismo que impide la multiplicacién de los patdégenos y la produccién
de toxinas que imposibilitan su accion patogénica. Este antagonismo estd dado por la
competencia por los nutrientes o los sitios de adhesion. Mediante la inmuno-modulacion
protegen al huésped de las infecciones, induciendo a un aumento de la produccion de
inmunoglobulinas, aumento de la activacion de las células mononucleares y de los linfocitos
(Penna FJ. et al., 1998).

En diferentes estudios, tanto en animales como en humanos, distintas cepas de
microorganismos probiéticos han demostrado su capacidad para modular las respuestas
inmunoldgicas cuando son administrados por via oral. Ciertos probidticos son capaces de
producir una estimulacion de la inmunidad innata y de la inmunidad adquirida o especifica,
confiriendo al huésped un aumento de su resistencia a microorganismos patégenos. En otras
situaciones patoldgicas, los probidticos pueden inducir efectos opuestos, como la inhibicién de
reacciones de hipersensibilidad o de falta de tolerancia (alergia) o induciendo un efecto
antiinflamatorio. Este espectro tan complejo de efectos sobre la inmunidad del huésped es lo
que confiere a los probidticos su caracter de inmunomoduladores (Borruel N. 2003).

En el estudio realizado por Haller D. y colaboradores en el afio 2000 se demostré que
Lactobacillus johnsonii de origen intestinal no inducia la liberacion de TNF-a o IL-1p, pero si

la del TGF-B, presentando un perfil global antiinflamatorio.
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Diferentes estudios in vitro efectuados en humanos con células mononucleares de sangre
periférica demostraron que la exposicion a bacterias grampositivas de la propia flora o a
diferentes especies de lactobacilos eran capaces de estimular la inmunidad innata mediante la
induccion de la liberacion de TNF-a, 1L-10, IL-12, IL-18 0 IFN-y (Chen T. et al., 1999, Hessle
C.etal., 1999, Miettinen M. et al., 1998).

Ademés de los estudios in vitro, distintos modelos experimentales animales,
fundamentalmente de colitis, han demostrado la utilidad de los probidticos en el control de la
inflamacion intestinal. En el modelo de colitis en rata inducido por acido acético, la
administracion de Lactobacillus reuteri R2LC inmediatamente tras la induccion prevenia la
instauracion de la colitis (Fabia R et al., 1993). De la misma forma, en el modelo de enterocolitis
en ratas inducida con metrotexato intraperitoneal, la ingestion de Lactobacillus plantarum,
disminuia la severidad de la colitis (Mao Y. et al., 1996).

Bajaj JS y colaboradores (2013) demostraron que probidticos Lactobacillus GG disminuye
la endotoxemia y la respuesta inflamatoria sistémica en pacientes cirroticos.

Se ha demostrado que la lactulosa, la rifaximina y los probioticos que contienen Lactobacillus
revierten parcialmente la disbiosis entérica asociada a cirrosis, junto con la mejora de la
encefalopatia (Mamatha B. et al., 2016).

Los estudios en pacientes con enfermedad inflamatoria, aunque prometedores, ain son
escasos y contradictorios, por ende es de suma importancia investigar acerca de sus efectos,

mecanismos de accidn celular y molecular, interacciones celulares, etc.

1.5 Lactococcus lactis.

L. lactis se divide en tres subespecies, L. lactis, L. lactis cremoris y L. lactis hordniae
(Parapouli M. et al., 2013). Fenotipicamente, se clasifica como bacterias grampositivas,
esféricas, homolactas, no esporulantes y bacterias anaerdbicas facultativas con cientos de cepas
y biovariantes publicados hasta la fecha (Duwat P. et al., 2001. Garrigues C. et al., 1997).

Lactococcus lactis se ha utilizado durante siglos en la fermentacién de alimentos,
especialmente queso, yogur, chucrut y similares. Aparte de impartir sabor, L. lactis es una

bacteria &cido lactica (LAB) utilizada para la conserva de alimentos. Algunas cepas mejoran
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aun mas esta propiedad de conservacion con la produccion de bacteriocinas, reforzando asi su
papel en la industria alimentaria (Garcia Fruitos E. 2012).

Las bacterias acido lacticas utilizan varios aztcares como la glucosa y la lactosa para la
produccién de acido acético mediante la fermentacion. Algunas bacterias son conocidas como
anaerobias facultativas y otras como anaerobicas obligadas (Torres R. 1999), pueden colonizar
transitoriamente el intestino y sobrevivir durante el transito intestinal; ademéas por su adhesion
al epitelio, modifican la respuesta inmune local del hospedero (Schiffin et al., 1997).

El empleo de Lactococcus lactis ha progresado mucho desde su descubrimiento y uso inicial
en la fermentacion de productos lacteos hasta sus actuales aplicaciones biotecnolégicas y de
ingenieria genética para la produccion de proteinas y metabolitos recombinantes que trascienden
la barrera de las especies heterélogas. Las principales caracteristicas deseables de estas bacterias
intestinales incluyen su estado generalmente reconocido como seguro (GRAS: Generally
Recognized as Safe) por la FDA (Food and Drug Administration), las propiedades probioticas,
la ausencia de cuerpos de inclusion y endotoxinas, la visualizacion de superficie, la tecnologia
de secrecion extracelular y una diversa seleccion de clonacion y vectores de expresion
inducibles. Esto ha hecho de L. lactis un huésped deseable y prometedor al igual que otros
sistemas bacterianos o de levaduras bien establecidos tales como Escherichia coli, Salmonella
cerevisiae y Bacillus subtilis (Song A. et al., 2017).

Una de las razones por las que L. lactis ha surgido para convertirse en un sistema exitoso de
produccién de células microbianas estables, se debe a la riqueza de conocimientos genéticos
disponibles que abarcan al menos cuatro cepas lactocdcicas completamente secuenciadas
(Linares DM. et al., 2010), genoma completamente secuenciado de tamafio pequefio (2.3 Mbp)
(Garcia Fruitos E. 2012) y muchos sistemas de expresion existentes (Song A. et al., 2017).

El sistema de expresion lactococica mas exitoso hasta la fecha es el sistema de expresion
génica controlada con nisina (NICE) desarrollado por Kuipers y colaboradores en 1995. La
nisina es un péptido antimicrobiano de 34 aminoacidos cuya biosintesis esta codificada por un
grupo de 11 genes. De los 11 genes, nisR y nisK regulan la expresion de los genes nisina. NisK
es una histidina-proteina quinasa que reside en la membrana citoplasmatica y actGa como un

receptor para la molécula de nisina. Tras la recepcién de nisina, se activa la via fosforilacion
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nisR, que a su vez induce la transcripcion de dos promotores en el grupo de genes de nisina:
PnisA y PnisF (Kuipers OP. et al., 1995).

La secrecion de proteinas heterélogas se prefieren en su mayoria en comparacion con las
proteinas expresadas intracelularmente debido a ventajas tales como etapas de purificacion mas
simples, mayores rendimientos y mejores interacciones con el objetivo (Loir Y. et al., 2005). A
la vista de esto, es también ventajoso emplear el sistema de secrecién al desarrollar L. lactis
como huésped para la produccién de proteinas heterélogas (Morello E. et al., 2008). Ademas,
las bacterias gram-positivas tienen una pared celular monocapa que permite la secrecion directa
en el ambiente extracelular en comparacion con E. coli donde las proteinas secretadas en su
mayoria se pegan en el periplasma (Schneewind O. & Missiakas DM. 2012). Ademas, L. lactis
solo posee una sola proteasa de limpieza extracelular, HrtA, lo que reduce las posibilidades de
que al secretar las proteinas heterélogas se degraden (Sriraman K. & Jayaraman G. 2008. Poquet
. et al., 2000).

Debido a sus propiedades inmunomoduladoras y a su capacidad para sobrevivir al paso a
través del tracto gastrointestinal, no coloniza el intestino a diferencia de Lactobacillus spp., L.
lactis se ha utilizado como vehiculo para administrar terapéuticos tales como citocinas en el
cuerpo humano. La primera evidencia de tales aplicaciones fue publicada por Steidler y cols. en
el afio 2000, donde la secrecién de interleucina-10 (IL-10) por L. lactis se utiliz6 para tratar la
enfermedad inflamatoria intestinal en la colitis inducida en ratones.

El uso de LAB como portadores de vacunas es atractivo, ya que son capaces de inducir tanto
respuestas inmunoldgicas en mucosas como sistémicas, tienen propiedades adyuvantes y estan
libres de riesgos asociados con el uso de patdgenos vivos atenuados convencionales tales como
Salmonella spp. y Mycobacterium spp. (Pouwels PH. et al., 1998).

Las bacterias lacticas grampositivas no patdgenas se consideran candidatas prometedoras
para el desarrollo de vacunas vivas orales. Lactococcus lactis es de particular interés para la
administracion oral de proteinas funcionales, ya que es una bacteria no comensal en modelos
animales y humanos (Mizoguchi A. 2012). En el presente estudio se empleara la cepa L. lactis
silvestre y recombinante secretora de interleucina 22, que a su vez induce la produccion de

interleucina 10 (Loera et al., 2014), una citocina con propiedades anti-inflamatorias (British
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Society for Immunology), y se evaluaré su efecto sobre el proceso de dafio hepatico inducido
por CCla.

1.6 Interleucina-22.

La interleucina-22 (IL-22) fue descubierta en el afio 2000 y originalmente se denomino factor
inducible inducido por células T relacionado con IL-10 (Wolk et al., 2010). La IL-22 se identifico
por primera vez como un gen inducido por IL-9 en células T de raton (Mizoguchi A. 2012). Es un
miembro de la superfamilia de 1L-10, que es producida principalmente por células T activadas y
celulas NK (Pestka S. et al., 2004). Comparte una homologia de 22 y 25% con IL-10 humana y
murina, respectivamente (Wolk et al., 2010).

Esta citocina posee un papel importante en la respuesta inflamatoria mediante la reaccion
defensiva inmediata a la infeccién o lesién causada por agentes quimicos o fisicos. El proceso se
caracteriza por vasodilatacion local, extravasacién de plasma en espacios intercelulares y
acumulacién de glébulos blancos y macréfagos (Consortium, Accessed 11 May 2017).

Se ha sabido mediar su efecto a través de los siguientes dos receptores: IL-10Rb, que se expresa
de forma ubicua, y el receptor heterodimérico IL-22R1 (Fig. 14), que esta restringido a células no
linfoides, con un alto nivel de expresion en el pancreas, rifion e higado, asi como las superficies de
barrera, como la piel, el intestino y los pulmones (Kotenko S. et al., 2001. Tachiiri A. et al., 2003.
Wolk 2004).

IL-22

Espacio extracelular : :

Membrana

IL-10RB
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STAT3
STAT1
STATS

Figura 14. Interaccion IL-22 con su receptor transmembrana. (Foxall B, 2016).

P38/MAPK
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La expresion de la IL-22 puede proporcionar efectos protectores del tejido directo sobre
varias células diana no hematopoyeéticas durante la inflamacion, en tejido tales como el higado,
el intestino, el corazon y los pulmones (Hammerich & Tacke. 2014. Troncone et al., 2013. Kong
et al., 2012. Scheiermann et al 2013. Ciccia et al., 2012. Hoegl et al., 2011). Se ha encontrado
que la expresion de IL-22 contribuye a las fases proinflamatorias o de proteccién del tejido de
la respuesta inmune dependiendo del contexto en el que se expresa (Sonnenberg et al., 2010).

El papel biologico de IL-22 difiere dependiendo del tejido especifico con el que interactia.
En general, participa en la defensa antimicrobiana, la regeneracion y la proteccion contra los
dafos, por lo que desempefia un papel clave en la inmunidad innata que involucra tejidos e
inflamacion (Sonnenberg et al., 2011). Estos efectos estan mediados por la induccién de
defensinas, proteinas de fase aguda y citocinas (Wolk et al., 2010). Estas cualidades hacen que
la IL-22 sea un objetivo prometedor para la terapia protectora de tejidos, en especial en
enfermedades de fase aguda en tejidos epiteliales (Muhl et al., 2013).

La IL-22 esté relacionada bioquimica y funcionalmente con IL-10, ademas es activadora
del transductor de sefial y activador de la transcripcion 3 (STAT3), y muestra la caracteristica
de actuar casi exclusivamente en células no leucociticas tales como células epiteliales
pulmonares, coldnicas, queratinocitos y hepatocitos. Esta selectividad refleja la distribucion
celular especifica de los receptores 1L-22 funcionales y obviamente determina las funciones de
la IL-22 en la salud y la enfermedad. Entre estas funciones, se considera que las actividades
antibacterianas, antiapoptoéticas, proproliferativas y de proteccion de tejidos son cruciales para
estabilizar la homeostasis y eliminar la enfermedad aguda en los tejidos epiteliales (Wolk et al.,
2010. Sonnenberg & Fouser, 2011. Aujla & Kolls, 2011).

La fibrogénesis hepatica es activada por una respuesta inflamatoria, dada selectivamente por
macrofagos, células NK y NKT (Guillot et al., 2013). Como se habia mencionado antes, esta
interleucina es un mediador anti-inflamatorio del sistema inmune, una de sus principales
funciones es prevenir el dafio causado por la respuesta inflamatoria; en este caso, la IL-22 puede
potenciar la regeneracion hepatica (Brand et al., 2007). Se ha descubierto que 1L-22 es una
citocina que tiene un importante potencial terapéutico en el higado (Loera et al., 2014), ya que
puede proporcionar proteccion a los hepatocitos durante la inflamacion del higado (Chun-xiao
etal., 2014).
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La terapia de proteccion de tejidos IL-22 se ha demostrado en roedores (Muhl et al., 2013).
Simonian y colaboradores demostraron que a dosis minimas (100 pg de IL-22) administrada
intratraquealmente en un modelo murino recombinante proporciona una proteccién eficaz en un
modelo de fibrosis pulmonar. Yam y colaboradores, en el afio 2008 demostraron que L. lactis
silvestre induce la secrecion de IL-10 e IL-12 por lo que puede desempefiar un papel homestatico
induciendo respuestas humorales y celulares.

La IL-22 posee caracteristicas anti-apoptoticas, pro-proliferativas y pro-regeneracion, lo que
podria aumentar la tasa de proliferacion de hepatocitos en higados lesionados (Scheiermann et
al 2013. Muhl et al., 2013. Zhao et al., 2015).

Loera-Arias y colaboradores (2014), construyeron una cepa de L. Lactis (pSec: hlL22) capaz
de expresar y secretar IL-22 humana biolégicamente activa, demostrando que esta cepa
recombinante puede ser util en el futuro como terapia de vector in vivo para enfermedades que
comprometen los tejidos epiteliales combinando los efectos de la I1L-22 con la propiedad
adyuvante de L. lactis. La bioactividad de la IL-22 recombinante se evalu¢ utilizando la linea
celular Colo205. Se trata de una linea celular epitelial de colon que segrega IL-10 después de la
estimulacion con 1L-22 a través de la fosforilacion STAT3 (Nagalakshmi et al., 2004). Esta
interleucina, IL-10, disminuye y regula la respuesta inflamatoria producida por células
dendriticas y macrofagos, asi como reduce las repuestas adaptativas de las células T CD4+,
ademas inhibe la produccion de IL-1 y TNF- a producido por macréfagos (British Society for
immunology), citocinas proinflamatorias presentes en el proceso de lesion hepatica.

Diferentes estudios respaldan estos hechos. Steidler y colaboradores (2000) emplearon una
cepa recombinante de L. lactis productora de IL-10 como tratamiento para la enfermedad
inflamatoria intestinal en la colitis inducida en ratones, logrando una reduccion en la
inflamacion.

Cuando se trata de hipersensibilidad, las cepas de L. lactis que secretan IL-10 también se han
investigado como tratamiento contra la alergia alimentaria, como la alergia a la leche de vaca
(Frossard C. et al., 2007), obteniendo una mejoria.

Estos hechos recalcan las cualidades en el papel anti-inflamatorio de estas citocinas,
haciéndola de gran interés para nuevas terapias en diferentes patologias, en este caso particular

en el estudio sobre la lesion hepatica inducida por agentes toxicos.
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1.7 Interleucina 10

IL-10 (Interleucina-10) es una citocina pleiotrépica con funciones inmunorreguladoras
importantes. Sus acciones influyen en las actividades de muchos de los tipos de células en el
sistema inmune (ThermoFisher SCIENTIFIC). La IL-10 es producida principalmente por
monocitos, células T (principalmente células Trl), células B, células NK, macréfagos y DC. IL-
10 se secreta como un homodimero que consta de 2 subunidades, cada una de 178 aminoacidos
con un peso molecular de ~18 KDa. IL-10 afecta directamente las funciones de las células
presentadora de antigeno al regular negativamente la expresion del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) clase Il y moléculas coestimuladoras en la superficie de los
macrofagos y monocitos. 1L-10 inhibe la expresion de muchas citoquinas proinflamatorias,
quimiocinas y receptores de quimiocinas e interviene en la tolerancia a alérgenos en la
inmunoterapia especifica de alérgenos y después de la exposicién a altas dosis de alérgeno.
Ademas de estos efectos indirectos, IL-10 afecta directamente la activacion de las células T
suprimiendo CD28, CD2 y sefializacion del coestimulador de células T inducible a través de la
tirosina fosfatasa SHP-1. En contraste con sus efectos inhibidores sobre las células T, la IL-10
promueve la supervivencia, proliferacion y diferenciacion de células B humanas y aumenta la
produccién de 19G4 (Akdis M. et al., 2011).

Es una citocina que posee potentes propiedades antiinflamatorias. 1L-10 reprime la
expresion de citocinas inflamatorias como TNF-a, IL-6 (interleucina-6) e I1L-1 (interleucina-1)
por macréfagos activados (Williams LM et al., 2004). Los complejos funcionales de IL-10R
(Receptor de IL-10) son tetrameros que consisten en dos subunidades de union a ligando (IL-
10R-Alpha o IL-10R1) y dos subunidades de sefializacién accesorias (IL-10R-Beta o IL-10R2)
(Fig. 15). La union de IL-10 al dominio extracelular de IL-10R1 activa la fosforilacion de los
receptores JAK1 (Janus Kinase-1) y TYK2 (Tyrosine Kinase-2) asociados constitutivamente
con IL-10R1 e IL-10R2, respectivamente. Estas quinasas luego fosforilan residuos especificos
de tirosina (Y446 e Y496) en el dominio intracelular de la cadena IL-10R1. Una vez
fosforilados, estos residuos de tirosina (y sus secuencias peptidicas flanqueantes) sirven como
sitios de acoplamiento temporal para el factor de transcripcion latente, STAT3. STAT3 se une
a estos sitios a traves de su dominio SH2 (Src Homology-2) vy, a su vez, es fosforilado por

tirosina por los JAK asociados al receptor. Luego se homodimeriza y transloca al nacleo donde
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se une con alta afinidad a SBE (STAT-Binding Elements) en los promotores de varios genes
que responden a IL-10. Las formas constitutivamente activas de STAT3 aumentan la
transcripcion de genes antiapoptoticos y de progresion del ciclo celular como BCLXL, Cyclin-
D1, Cyclin-D2, Cyclin-D3 y Cyclin-A, Pim1, c-Myc y p19 (INK4D) (Hu X et al., 2007.
Cavalcante LB et al., 2012).

Ademaés IL-10 tiene la capacidad de inducir la novosintesis de SOCS3 en monocitos,
correlacionando su capacidad para inhibir la expresion de muchos genes en estas células, que
incluyen citoquinas inducibles por endotoxinas tales como TNF-a e IL-1 (ThermoFisher
SCIENTIFIC, Accessed 29 december 2017).

IL-10R1 IL-10R1 IL-

Figura 15. Interaccion IL-10 con su receptor transmembrana. (Akdis M. et al., 2011).
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CAPITULO I

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
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2. Planteamiento del problema

El higado es un érgano de vital importancia para la salud integral del ser humano, al ser
dafiado el proceso patogénico central es la fibrosis hepética, que si no se detiene puede provocar
cirrosis, insuficiencia hepatica o hepatocarcinoma. En la actualidad, la cirrosis es considerada
una de las principales causas de muertes a nivel mundial. Hasta el momento no existe un
tratamiento no invasivo que revierta en su totalidad esta patologia. El presente estudio tiene
como objetivo evaluar los efectos de la cepa Lactococcus lactis administrada via oral sobre el
dafio hepatico inducido por el tetracloruro de carbono.

2.1 Pregunta de investigacion

¢La ingesta de L. lactis (NZ9000 y pSec: hlL-22) podréa tener efectos benéficos en la reversion

del proceso fibrogénico hepatico inducido por el tetracloruro de carbono en ratas macho Wistar?
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1)
2)

3)

4)

5)

2.2 Objetivo general

Evaluar los posibles efectos antifibréticos y antiinflamatorios de Lactococcus lactis
recombinante secretor de IL-22 y silvestre en un modelo de fibrosis hepéatica en rata macho Wistar
inducido por CCla.

2.2.1 Objetivos especificos

Inducir animales fibroticos con tetracloruro de carbono durante 4 semanas.

Aplicacion del tratamiento con L. lactis recombinante secretor de IL-22 y silvestre por sonda
gastrica.

Valorar por histologia el efecto preventivo de los probiéticos para el dafio generado por el CClsen
el parénquima hepatico.

Evaluar marcadores fibrogénicos e inflamatorios expresados en los animales tratados con los
probidticos.

Evaluar la expresion de diferentes marcadores en el intestino delgado de animales tratados en

relacién con grupos controles.
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2.3 Justificacion

La fibrosis y, en el extremo, la cirrosis, dan como resultado una disfuncion hepatica global
en niveles que van desde células individuales hasta el 6rgano entero. Mas que el depdsito de
proteinas de la matriz extracelular (MEC) anormales por un conjunto de células fibrogénicas, la
fibrosis representa una disrupcion marcada en el medio soluble y mecanico del higado y la
funcién alterada de casi todos los tipos de células presentes, a menudo con la afluencia de
poblaciones de células adicionales de la circulacion (Monga S. 2011). Esta patologia constituye
un importante problema de salud alrededor del mundo, formando parte de las diez primeras
causas de muerte (Méndez-Sanchez et al., 2007). Se estiman 800.000 muertes anuales a nivel
mundial. Es considerada como la quinta causa de mortalidad en México, es decir, cada afio
fallecen 30 mil personas por esta enfermedad (Hernandez, Cirrosis hepatica and Diabetes,
2007).

Esta patologia es un problema de salud mundial importante pero sorprendentemente
descuidado que no solo es de importancia médica sino también socioeconémicamente
importante. De hecho, las estadisticas de salud actuales indican que casi el 45% de todas las
muertes naturales en el mundo occidental se pueden atribuir a enfermedades fibroproliferativas
cronicas (Wynn AT. 2004.). Desafortunadamente, el conocimiento basico de los mecanismos
moleculares y celulares que subyacen al desarrollo de la fibrosis ain no se ha traducido en
medidas diagndsticas, preventivas y terapéuticas clinicamente aplicables (Wick G. et al., 2013).

Por ende, la necesidad de tratamientos eficaces y no invasivos cada dia es mayor, ya que es
sabido que el Unico tratamiento que revierte en su totalidad esta patologia es el trasplante
hepatico. Es por ello que surgen nuevas alternativas e ideas para tratar de revertir el proceso
inflamatorio que conlleva a fibrosis y cirrosis.

La manipulacion de la microbiota intestinal es una alternativa innovadora en el tratamiento
del proceso inflamatorio y fibrogénico ocurrido en la cirrosis hepatica. EI empleo de cepas
bacterianas en su estado silvestre o en un estado modificado genéticamente son propuestas
innovadoras y necesarias ante la falta de tratamientos. En la presente investigacion se evaluaran
los posibles efectos inmunomodulares del Lactococcus lactis sobre el dafio hepatico inducido
por CCls en un modelo de rata Wistar. Mediante la administracion oral de la cepa antes

mencionada, tanto en su estado silvestre como recombinante secretor de 1L-22.
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La IL-22 es una citocina que tiene potencial terapéutico importante, participa en la
modulacion de la inmunidad innata y es una clase de potentes mediadores de respuestas
inflamatorias celulares, es por ello que serd empleada para potenciar la regeneracion hepatica
mediante la disminucion del proceso inflamatorio combinado con los efectos benéficos de la L.
lactis. Con esto se pretende encontrar un tratamiento menos invasivo, mas cercano y certero

hacia la disminucion del dafio generado en la fibrosis hepatica.
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2.4 Hipotesis

La administracion de L. lactis recombinante secretor de IL-22 y silvestre reduciran el dafio

hepatico tanto en el proceso inflamatorio como fibrogénico en un modelo de fibrosis por CCls en

rata macho Wistar.

2.5 Metas

Aplicar un pretratamiento de L. lactis (pSec: hlL-22 y NZ9000) durante 4 semanas a los
animales de experimentacion, y un posterior tratamiento de 2 semanas.

Inducir un proceso fibrogenico en ratas macho Wistar empleando CCl4, demostrado a
través del analisis bioquimico de muestras seroldgicas, asi como un analisis histopatologico
por medio de tinciones H&E vy rojo sirio.

Evaluar diferentes tipos de tejidos en los animales de experimentacion (higado, ileon y
ciego) para determinar los mecanismos de accion que ejerce L. lactis (pSec: hlL-22 y
NZ9000) sobre el dafio hepatico inducido por el CCla.

Cuantificar el nimero de células positivas para IL-22 a través de inmunohistoquimica con
el fin de dilucidar el mecanismo de accion de la cepa L. lactis (pSec: hIL-22 y NZ9000)
sobre un dafio hepatico.

Identificar la expresion de diferentes marcadores inflamatorios y fibrogénicos en tejido
hepéatico e intestino delgado de los grupos experimentales para constatar el efecto

inmunomodulador que posee L. lactis.
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3. Metodologia

3.1 Cepas bacterianas y condiciones de cultivo.

Para la reactivacion de la cepa de L. lactis secretor de IL-22 humana, se tomaron 10 puL del
stock de células que estan contenidas en 1 mL de medio M17-Glucosa 10%-Cloranfenicol 10
ng/mL-Glicerol 30%. Se incubaron toda la noche en 50 mL de medio M17 suplementado con
glucosa al 10%/ cloranfenicol 10 ug/mL a 30°C sin agitacion. Para poder inducir la cepa, se tomo
1 mL del cultivo y se inocul6é en 50 mL de medio M17 suplementado con glucosa al 10%/
cloranfenicol 10 pg/mL. Se midi6 la absorbancia o densidad éptica (OD) a una longitud de onda
de 600 nm y se incubo monitoreando la absorbancia, hasta que la OD se encontré en 0.6 a 0.8. En
seguida, se realizo la induccion con 10 ng de nisina por cada mL de medio, y se incubd hasta una
OD de 0.800 (aproximadamente 2 horas) a 30°C. Después de la induccion, se registro la
absorbancia y el volumen final de cada cultivo y se centrifugd 15 minutos a temperatura ambiente
a 5000 rpm para posteriormente realizar el calculo de cuanto volumen de PBS se debe usar para
resuspender las bacterias a una concentracion de 1x10° células/mL. Para la cepa L. lactis silvestre

se procedio de la misma manera omitiendo el cloranfenicol y la induccién con nisina.

3.2 Animales.

Los animales fueron manejados de acuerdo con las directrices del Comité de Bioética de la
Universidad Auténoma de Aguascalientes, que se basa en la guia de NHI para la investigacion
animal (Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio, 2011).

Veinte ratas Wistar macho (de 6 a 8 semanas de edad, 100 a 150 g) se mantuvieron en un
ciclo luz/oscuridad de 12 h en una habitacion controlada con temperatura (25°C). La dieta consistia
en Purina Chow y agua ad libitum durante todo el experimento. Todos los animales fueron
previamente tratados con sulfato de neomicina y sulfadimetilpirimidina (durante 3 dias) para
eliminar parasitos y bacterias. Para los experimentos, las ratas se distribuyeron en cuatro grupos
(cinco animales cada uno): 1) Grupo Intacto. 2) Grupo Silvestre-CCla (al cual se le administro via
intratraqueal 1 ml de L. lactis silvestre denominado NZ9000, 5 dias por semana durante 6 semanas,
dos semanas de pretratamiento méas 4 semanas de tratamiento). 3) Grupo Recombinante-CCl, (al

cual se le administro via intratraqueal 1 ml de L. lactis recombinante denominado pSec: hlL-22, 5
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dias por semana durante 6 semanas, dos semanas de pretratamiento mas 4 semanas de tratamiento).
4) Grupo CCla. Se realiz6 una sesion de sacrificio a las 6 semanas. Se extrajo higado, parte terminal
de intestino delgado (Placa de Peyer), porcién ascendente de intestino grueso y suero, esto fue

almacenado a -20°C. Se tomaron fotografias de higado de las ratas in vivo.

3.3 Administracién de L. lactis recombinante.

A los grupos Silvestre-CCls y Recombinante-CCls se les administré 5 veces por semana
via oral 1 ml de L. lactis silvestre y recombinante el cual contenia 1X10° células/ml,
respectivamente. La administracion comenz6 dos semanas antes de iniciar la induccion de dafio
con tetracloruro de carbono, con el fin de establecer un pre-tratamiento; y termino hasta el dia de

la dltima induccion con CCla.

3.4 Induccion de fibrosis.

Se indujo fibrosis a todos los grupos, excepto el grupo Intacto, utilizando CCls durante 4
semanas. Se comenzd a administrar el CCla tres veces por semana incrementando la concentracion
de forma progresiva comenzando con una dilucion CCls: Petrolato de 1:6, 1:5, 1:4 y por ultimo

1:3. La administracion se realizd por via intraperitoneal.

3.5 Andlisis histopatoldgico.

Los higados, porciones terminales de ileon y colon ascendente se sometieron a una
inclusion en parafina utilizando el Histoquinet MICROM STP 120 (Anexo A). Se elaboraron
bloques de parafina empleando el Thermo Scientific Microm EC150-1 y EC150-2 para luego
obtener los cortes de 5um en el micrétomo LEICA RM2125RT (Anexo A). Los cortes de los
tejidos obtenidos se tifieron con hematoxilina & eosina (higado e intestino) (Anexo B) y Rojo Sirio
(higado) (Anexo C). Finalmente se observaron las tinciones mediante los microscopios Optico
Axioskop 46 e Invertido de luz polarizada Axiovert 40 CFL, respectivamente. Las fotografias
fueron tomadas por la cdmara Cool Snap — Pro Color. Para el analisis morfométrico para porcentaje
de colageno de las tinciones hepaticas con rojo sirio se empleo el programa Image J Fiji-win64.
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3.6 Funcion Hepética.

Los marcadores hepaticos se midieron en suero obtenido por puncion intracardiaca, se
realizaron mediante el protocolo apegado a normas vigentes: se obtuvo la muestra sanguinea
extrayendo 1.5-2.0 ml de sangre total, se centrifugaron a 3500 rpm. Los marcadores: albumina,
aspartato aminotransferasa (AST), alanino aminotransferasa (ALT), bilirrubina, glucosa, proteinas
totales y urea se procesaron en el analizador para quimica clinica espectrofotometro automatizado
por metodologia general de quimica himeda por colorimetria, turbidimetria y cinética enzimética
de la marca Biosystems. Para las determinaciones se usaron reactivos de la marca comercial

spinreact.

3.7 Evaluacion de marcadores inflamatorios y fibrogénicos en higado por gPCR

Se obtuvo cDNA del tejido hepatico de los diferentes grupos de experimentacion para la
cuantificacion de la expresion del factor de transcripcion FOXP3, para las citocinas IL-1 e 1L-10
y para las proteinas TGF-B y colageno. Se realizaron mezclas en placas de 96 pocillos para qPCR
(Applied Biosystems® MicroAmp® -N8010560), gPCR GreenMaster with UNG (Jena Bioscience
GmbH Lobstedter Str. 71 | 07749 Jena, Germany | PCR-303S). Las placas se agitaron en
microcentrifuga (MPS 1000 Mini PCR Plate Spinner- Labnet International®) y colocadas en el
equipo StepOnePlus™ Real-Time PCR System para su anlisis (Anexos E y F).

Tabla 1. Secuencias de cebador utilizadas para la PCR cuantitativa en tiempo real para tejido

hepatico.

Transcripcion Primer Forward Primer Reverse

FOXP3 CGGGAGAGTTTCTCAAGCAC CACAGGTGGAGCTTTTGTCA
IL-1p CTGTGACTCGTGGGATGATG GGGATTTTGTCGTTGCTTGT
IL-10 TGGCTCAGCACTGCTATGTT  TTGTCCAGCTGGTCCTTCTT
TGF-p GACTCTCCACCTGCAAGACCATCGGGTGACTTCTTTGGCGTA
Colageno AGGCATAAAGGGTCATCGTG ACCGTTGAGTCCATCTTTGC
Beta-actina GTCGTACCACTGGCATTGTG GCTGTGGTGGTGAAGCTGTA
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3.8 Evaluacion de marcadores inflamatorios en intestino delgado por gqPCR

Se obtuvo cDNA del tejido intestinal de los diferentes grupos de experimentacion para la
cuantificacion de la expresion de los factores de transcripcion FOXP3 y ROR, asi como para las
citocinas 1L-10 e IL-22R. Se procedi6 de la misma forma antes mencionada para los marcadores

hepaticos (Anexos E y F).

Tabla 2. Secuencias de cebador utilizadas para la PCR cuantitativa en tiempo real para tejido
intestinal (ileon).

Transcripcion Primer Forward Primer Reverse

IL-10 TGGCTCAGCACTGCTATGTT TTGTCCAGCTGGTCCTTCTT
IL-22R CCTGTCTTTGGGAATCAGGA CAGACCCCAAGGAAACAGAA
FOXP3 CGGGAGAGTTTCTCAAGCAC CACAGGTGGAGCTTTTGTCA
RORyT GCAGCAACGGGAACAAGTAG GGGCTATACTCAAGGTGGCA
Beta-actina GTCGTACCACTGGCATTGTG GCTGTGGTGGTGAAGCTGTA

3.9 Inmunohistoquimica para deteccidn de células intestinales positivas para IL-22

Como primer anticuerpo se utilizé Anti-hlL-22, dilucion 1:100, y se dejé incubar durante
24 horas en camara himeda a 4°C, posteriormente se utiliz6 Anti-goat 1gG como anticuerpo
secundario, dilucion 1:500. Para el revelado se utilizo 3,3’ diaminobencidina (SIGMA Aldrich D-

8001) (Anexo D). En la tabla 1 se muestran las caracteristicas de los anticuerpos empleados.
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Tabla 3. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados.

Anticuerpo Host Catéalogo Lote
Anti-hlL-22 Rata AF782 FCMO0417041
Affinity
Purified Goat
[o[€]
Anti-goat 1gG Cabra HAF017 WVR0607081
HRP
Conjugated
3.10 Analisis Estadistico.

Los resultados se presentan como la media + error estandar de la media (SEM). Los analisis
estadisticos se realizaron con la version de software Prism 6.01 (GraphPad Software Inc.). Las
diferencias se probaron entre los grupos utilizando la prueba one way t-student y la comparacién

de la media de Tukey. Los valores de P inferiores a 0.05 se consideran estadisticamente

significativos.

Marca Dilucioén
R&D 1:100
SISTEMS
R&D 1:500
SISTEMS

55



TESIS TESIS TESIS TESIS TESIS

TESIS TESIS TESIS TESIS TESIS



4. Resultados

4.1 Analisis histopatolégico del higado

A nivel macroscépico los higados del grupo Intacto muestran coloracion café obscuro clésica del
higado sano. Por otra parte, los higados del grupo CCls muestran cambios en su superficie
mostrandola aspera e irregular, con coloracion café mas claro respecto al control (Figura 16). Los
higados de los grupos tratados con L. lactis silvestre y recombinante presentan una coloracion y
textura de su superficie muy similar al del grupo Intacto. A nivel microscépico, se hicieron
observaciones a diferentes aumentos (10X, 20X y 40X) de cortes histoldgicos tefiidos con
hematoxilina y eosina (Figura 16). En el Grupo Intacto (Figs. 16a-d), se aprecia los lobulillos
clasicos de un parénquima hepatico normal, a diferencia del Grupo CCls (Figs. 16e-h), en el cual
se observan células esteatosicas y ndcleos picndticos en la zona 1 del acino hepéatico segun
Rapapport. El Grupo Silvestre-CCls (Figs. 16i-1) a 10 y 20X muestran en la zona Il hepatocitos con
disminucion del dafio hepatico ocasionado por el CCls y pocas células esteatosicas del tipo
microvesicular incipiente, adicionalmente, a 40X se visualizan células con citoplasma mas
aciddfilo y de mayor tamafio, pudiendo especular que estas células se encuentran metabdlicamente
activas con mayor cantidad de reticulo endoplasmatico rugoso (asteriscos amarillos en Fig. 16i).
En las imagenes del Grupo Recombinante-CCl; (Fig. 16m-p) se observa dafio hepatico

principalmente del tipo esteatosis microvesicular, en la zona 2.
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CCls Intacto

Silvestre

Recombinante

Figura 16. Andlisis macroscopico y microscopico de la lesién hepatica. Grupo Intacto (a-d). Grupo CCl, (e-h). Grupo Silvestre-CCly (i-1).
Grupo Recombinante-CCl, (m-p). Hematoxilina y eosina. 10X, 20X, 40X.

Los tejidos hepaticos tefiidos con rojo sirio y observados bajo el microscopio de luz polarizada
muestran en el grupo Intacto una arquitectura histologica normal con colageno tipo Ill, por el
contrario, en el grupo administrado con CCls fue evidente el predominio de la birrefringencia rojiza
(colageno Tipo I) sobre una verdoso-amarillenta (colageno Tipo I11); indicativa de lesion fibrotica,
con predominio de estos depoésitos de colageno alrededor de vasos sanguineos. Por otra parte, en
los grupos tratados con L. lactis silvestre y recombinante se observa disminucion significativa de
fibras de colagena (Figura 17).

Para corroborar el grado de fibrosis, se realizo el analisis morfométrico del parénquima hepatico
de todos los grupos (Figura 18), lo anterior evidencio6 el aumento de las fibras de colagena en el

Grupo CCly, el cual fue diferente significativamente comparado con el grupo Intacto (***p<0.001),
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a su vez, en los grupos tratados con L. lactis silvestre y recombinante, disminuyo el porcentaje de

colageno.

Intacto

CCls Silvestre-CCl4

Recombinante-CCl.

Figura 17. Tincién rojo sirio para fibras de colageno tipo I y I11. Grupo Intacto. Grupo CCl,, Grupo Silvestre- CCly. Grupo Recombinante-

CCl,. Rojo sirio. 20X.
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Figura 18. Porcentaje de fibrosis hepatica. Grupo Intacto. Grupo CCl,, Grupo Silvestre- CCl,. Grupo Recombinante-CCl,. Los valores se

representan como la media + SD. * p <0.05.
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4.2 Funcion Hepatica.

La funcidn hepatica fue evaluada por medio de diferentes elementos bioquimicos (Figura 19). Las
cantidades séricas de: albumina, bilirrubina, glucosa y proteinas totales, no presentaron diferencias
significativas. Sin embargo, se observd aumento plasméatico de las enzimas alanina
aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST) durante el tratamiento con CCls. En
la cuantificacion de la ALT los grupos tratados con L. lactis silvestre y recombinante se observo
disminucion de esta enzima indicadora de dafio hepético, presentando una diferencia significativa
con el grupo CCls (***p<0.001), esto indica que estos tratamientos inducen mejoria de la funcion
hepatica. Con relacion a la cuantificacion de la AST, ésta presenta un comportamiento similar
respecto a ALT. La urea se forma principalmente en el higado como un producto final
del metabolismo de las proteinas; en el grupo CCls se observo disminucidn significativa respecto
al control (*p<0.05); mientras que en los grupos Silvestre-CCls y Recombinante CCls, tuvieron
cantidades muy similares al control.

La recuperacion cuantitativa de las enzimas de funcionamiento hepatico valoradas correlaciona

con la mejoria histologica que se describio anteriormente. (Figura 16).
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Figura 19. Cuantificacion de diferentes marcadores del perfil hepatico. Albimina. ALT (Alanino aminotransferasa). AST (Aspartato
aminotransferasa). Bilirrubina. Glucosa. Proteinas totales. Urea. Los valores se representan como la media = SD. * p <0.05.
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4.3 Analisis histopatologico de Placas de Peyer

El reconocimiento especifico de microorganismos comensales se produce en los ganglios linfaticos
mesentéricos (Macpherson AJ & Uhr T. 2004). La mayoria de los antigenos o agentes infecciosos
penetran en el cuerpo a traves de las mucosas, que incluye el revestimiento de la superficie de los
tractos gastrointestinal, respiratorio y genitourinario. En estas superficies mucosas, el moco
representa la primera barrera contra la entrada de microorganismos, mientras que el tejido linfoide
asociado a lamucosa (MALT), como las placas de Peyer intestinales, son sitios criticos para ejercer
una respuesta inmune protectora eficiente. Estas razones hacen atractivas para el estudio de esta
porcion de intestino delgado (ileon).

Se realizaron cortes transversales de la porcion terminal del ileon en donde se aprecian cimulos
de tejido linfatico (noédulos linfaticos) que recubren la lamina propia. EI Grupo Silvestre-CCl4
mostro alrededor de 8 nddulos en una sola porcién de tejido, sin embargo, en los Grupos Intacto
(@), CCl4 (b) y Recombinante-CCl4 (d) (Fig. 20), mostraron un promedio de 3 nodulos, siendo estos
de menor tamafo. Para corroborar esto, se realizd un analisis morfométrico en cual no se aprecio
diferencia significativa entre ningun grupo, sin embargo, el Grupo Silvestre-CCls (c)
morfologicamente fue el que tuvo mayor area de estos nddulos (Figura 21).
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Figura 20. Placas de Peyer. a) Intacto. b) CCl,. c) Silvestre-CCl,. d) Recombinante-CCl,. Hematoxilina y eosina. 2.5X.
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Figura 21. Morfometria de Placas de Peyer. Intacto. CCl,. Silvestre-CCl,. Recombinante-CCl,. Los valores se representan como la media +
SD. * p <0.05.

4.4 Analisis histopatoldgico de Ciego

El microbioma humano se define como el genoma colectivo de los mas de mil tipos de
microorganismos que viven en asociacion con el cuerpo humano, la gran mayoria de los cuales
residen en el intestino distal (US National Institutes of Health. 2016. Gordon JI. et al., 2015). Este
sistema ecoldgico interactta con los érganos internos y externos, factores que ayudan a mantener
la salud general del individuo (Moraes-Filho JP. & Quigley EM. 2015). Se realizaron cortes
transversales de la porcion ascendente del colon, conocida como ciego (Figura 22). En la cuales
se pudo apreciar una histologia normal en el grupo control, sin embargo, el tejido del colon del
Grupo CClg, presentd infiltrado celular (cabezas de flechas amarillas) en la region de la capa
mucosa. Este infiltrado se vio disminuido en los grupos tratados con las cepas tanto silvestre como

recombinante.
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Hematoxilina y eosina. 10X y 40X.

d) Recombinante-CCl,.

-CCly.

c) Silvestre
Puntas de flecha amarillas indican infiltrado celular.

Figura 22. Evaluacion histoldgica del ciego. a) Intacto. b) CCl,.



4.5 Evaluacion de marcadores inflamatorios y fibrogénicos en higado por qPCR

Se procedio a evaluar un marcador proinflamatorio (IL-1B) y dos antiinflamatorios (IL-10 y
FOXP3) en tejido hepatico (Figura 23).

El factor de transcripcion FOXP3 aument6 en los grupos a los que se les administro CCla. El grupo
Silvestre-CCl4 tuvo mayor nivel de expresion, teniendo diferencia estadistica con todos los grupos.
La expresion de IL-1B se elevo en el grupo CCls, respecto al control. Por otro lado, los grupos
Silvestre-CCls y Recombiante-CCls, disminuyeron la expresion de IL-1p (Fig. 23).

Para la evaluacion de la expresion de 1L-10 en tejido hepético no hubo diferencias significativas
en ningun grupo experimental (Fig. 23).

De igual manera se evaluaron el marcador fibrogénico TGF-p y la cantidad de colageno (Figura
24). TGF-B es un agente fibrogénico importante en la lesion hepética, debido a que estimula la
quimiotaxis de las células estelares activadas a miofibroblasto, aumentando los depdsitos de matriz
extracelular y la expresion de colageno. Su expresion se vio aumentada en el grupo CCls
comparada con el control. Por el contrario los grupos tratados con las cepas silvestre y
recombinante la expresion es minima.

Para el marcador colageno, el grupo que tuvo la mayor expresion fue el CCls. Por otro lado los
grupos Silvestre-CCls y Recombinante-CCls, lograron disminuir la expresion de esta proteina (Fig.

24). Esto concuerda con lo visto en la evaluacion histologica con la tincién rojo sirio (Fig. 17).
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Figura 23. Evaluacion de marcadores inflamatorios en higado. FOXP3. IL-1p. IL-10.
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Figura 24. Evaluacion de marcadores fibrogénicos en higado. TGF-B. Colageno.

4.6 Evaluacién de marcadores inflamatorios en intestino delgado por gqPCR

Se procedi6 a evaluar la citocina IL-10, el receptor de IL-22 (IL-22R) y los factores de
transcripcion FOXP3 y ROR en tejido intestinal (ileon) (Fig. 25).

La IL-10 es una citocina que posee potentes propiedades antiinflamatorias, debido a que reprime
la expresion de citocinas inflamatorias como TNF-a, IL-6 e IL-1 producidas por macréfagos
activados durante la lesion hepatica (Williams LM et al., 2004). La expresion de IL-10 fue minima
en el grupo Intacto y CCls. Sin embargo, para los grupos tratados con la cepa L. lactis tanto silvestre
como recombinante, esta citocina se vio expresada a nivel intestinal. Siendo el grupo Silvestre el
que posee mayor expresion. Pudiendo especular que la cepa en su estado silvestre es capaz de
estimular la producciéon de IL-10. Para el caso de la cepa recombinante secretora de IL-22,
bioldgicamente activa, debido a que tiene la capacidad de estimular la produccion de 1L-10 (Loera
et al., 2014), se pudo comprobar en un modelo in vivo.

La expresion del receptor de 1L-22 (IL-22R) tuvo un comportamiento similar al de I1L-10 en
intestino, siendo minimo en los grupos Intacto y CCls, y aumentando en los grupos Silvestre-CCl,

y Recombinante-CCla.
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Para el factor de transcripcion FOXP3 su expresioén fue minima en los grupos Intacto, CCls y
Silvestre-CCla. Por el contrario el grupo Recombinante-CCls elevo el nivel de expresion de este
factor de transcripcion teniendo diferencia estadistica con los demas grupos de experimentacion.

El factor de transcripcién ROR tiene como funcion promover la inmunidad protectora contra las
bacterias y hongos extracelulares, principalmente en las superficies de las mucosas. También
promueve enfermedades autoinmunes e inflamatorias. Es generado en presencia de TGF- e IL-6
y/o IL-21 y mantenido por IL-23 e IL-1. Las moléculas efectoras secretadas son IL-17A, IL-17F,
IL-21, IL-22, CCL20 (Dong C. & Martinez G. 2010). Para este factor de transcripcion sus niveles
de expresion fueron minimos para los grupos Intacto, CCls y Recombinante-CCls. Por el contario
para el grupo Silvestre-CCls los niveles se elevaron teniendo diferencia estadistica con los demas
grupos experimentales. Este factor tiene relacion con 1L-22, lo cual tiene relacion con la expresion

de IL-22R en el grupo Silvestre-CCla.
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Figura 25. Evaluacion de marcadores inflamatorios en intestino delgado. IL-10. IL-22R. FOXP3. ROR.
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4.3 Inmunohistoquimica para deteccion de células intestinales positivas para IL-22

La expresion de IL-22 proporciona efectos protectoras del tejido directo sobre varias células
diana no hematopoyéticas durante los procesos inflamatorios (Hammerich & Tacke. 2014). Esta
citocina participa en la defensa antimicrobiana, la regeneracion y la proteccion contra dafos,
desempefiando un papel clave en la inmunidad innata (Sonnenberg et al., 2011). Se evaluo la
deteccion de ceélulas intestinales (ileon) positivas para I1L-22 en los diferentes grupos
experimentales, en donde todos los grupos tuvieron resultados positivos, presentando una mayor
incidencia hacia la luz intestinal en la porciébn mucosa del intestino (Fig. 26). Este dato se
constatd por medio del conteo de células positivas para IL-22 por mm? (Fig. 27), en donde el
grupo tratado con la cepa Recombinante (pSec: hlL-22) fue la que tuvo mayor cantidad de
células positivas (aproximadamente 40 células/mm?) teniendo diferencia significativa con todos
los demés grupos experimentales (***p<0.0001). Por otro lado, el grupo intacto y el grupo
Silvestre-CCls poseen la misma cantidad de células positivas para esta citocina
(aproximadamente 15 células/mm?). Sin embargo, este valor se vio disminuido en el grupo CCl4

(10 células/mm?).
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Figura 26. Inmunohitoquimica para deteccion de células de la mucosa intestinal postivas para IL-22. A) Intacto b) CCl, c) Silvestre-CCl, d)
Recombinante-CCl,, 10X.
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Figura 27. Conteo de células positivas para IL-22 por mm? en tejido intestinal.
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5. Discusién

En la actualidad el estudio de la manipulacién positiva del microbioma intestinal mediante
la introduccién de microorganismos beneficos, conocidos como probioticos, es un area activa de
investigacion (Plaza J. et al., 2014). Al mismo tiempo, se han estudiado xenobi6ticos capaces de
inducir hepatotoxicidad, afectando las funciones del érgano, su disposicion estructural y sus
propiedades bioguimicas. En el trabajo llevado a cabo analizamos los efectos preventivos y
protectores de L. lactis, organismo LAB, sobre la lesion hepética provocada por CCls en un modelo
de rata macho Wistar.

Fue evidente el efecto inhibidor que presenta la cepa bacteriana L. lactis, tanto en un estado
silvestre (NZ9000) como recombinante (pSec: hlL-22) sobre el proceso fibrogéenico en el higado
ocasionado por el CCls, generando un proceso inmunomodulador en tejido intestinal y
disminuyendo los depdsitos de coladgeno en el parénquima hepatico. Este efecto es uno de los
mecanismos que exploramos para establecer una metodologia nueva sobre el tratamiento de una
enfermedad que sabemos es de dificil tratamiento y aln no se tiene un esquema establecido para
ello.

En primer lugar aprovechamos la interconexion fisiologica entre el tubo digestivo y la
funcionalidad hepatica a través del sistema portal hepatico, como sabemos eso representa un
amplio mecanismo de comunicacion a través de la via sanguinea entre el intestino y el higado
(Jaramillo J. et al., 2006), varios trabajos han fundamentado que en el intestino grueso existe en
mayor concentracion la microbiota intestinal (US National Institutes of Health. 2016); y que la
funcionalidad de ésta repercute en la salud sistémica del individuo (Gordon JI. et al. 2015),
aprovechando esta relacion fisiologica, exploramos esta comunicacion para inducir una reduccién
del dafio hepatico, con el fin de minimizar o evitar por completo el proceso fibrogénico ocasionado
por el CCla.

El CCly, al ser metabolizado se transforma en un radical triclorometilo que reacciona
con oxigeno molecular para formar el radical triclorometil peroxilo altamente téxico; este
radical libre interrumpe los acidos grasos poliinsaturados en los lipidos de la membrana
causando la ruptura de las estructuras de la membrana, lo que lleva a la interrupcion de los
procesos de energia celular y la sintesis de proteinas, lo que conduce a la peroxidacion lipidica
en las células hepaticas (Weber L. et al., 2003).
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En el estudio histopatoldgico llevado a cabo (Fig. 16 e-h), la seccion del higado de las ratas
administradas con CCls se caracterizd por necrosis, infiltracion de leucocitos y esteatoatosis
macrovesicular. Se ha documentado que el metabolismo de CCls en sus radicales libres, el
triclorometilo y peroxi triclorometilo, producen efectos hepatotdxicos, como fibrosis, esteatosis,
necrosis y hepatocarcinoma (Fang H.L. & Lin W.C., 2008). La lesion hepética se redujo
notablemente por los tratamientos NZ9000 (Figs. 16i-1) y pSec: hIL-22 (Figs. 16m-p). Este
hallazgo implica que la ingesta de L. lactis tiene el desafio de proteger el tejido hepatico de la
lesion ocasionada por el CCls, sin embargo, los mecanismos de accion aun no estan bien definidos.
El tratamiento preventivo y protector de L. lactis puede reparar y proteger el tejido hepatico
estabilizando la membrana y evitando la filtracion de enzimas intracelulares, esto se constata con
las pruebas de funcionamiento hepatico (Fig. 19). La lesion hepética generalmente se manifiesta
por la elevacion sérica de la ALT y AST. En una lesion de tipo cronica, el proceso inflamatorio
esta caracterizado por un aumento de citocinas proinflamatorias y profibrogénicas; si este proceso
de dafio no se detiene, se generan depositos de proteina de la matriz extracelular anormales,
ocasionando fibrosis, aunado a muerte hepatocitaria y disminucion de las funciones metabdlicas
del 6rgano.

En cuanto al efecto benéfico de L. lactis administrada oralmente sobre la toxicidad de
CCls, Hamed H. y colaboradores (2017) realizaron un estudio agudo de leche de camello
fermentada por L. lactis subsp. cremoris sobre la cardiotoxicidad inducida por CCls4 en ratones,
en el cual se evidencio que un pretatramiento de 15 dias de administracién oral de esta leche
revertia los dafios histoldgicos ocasionados por esta hepatotoxina. Ademas, Hamed H. y
colaboradores (2018) demostraron que los dafios histoldgicos renales ocasionados por la lesion
aguda de CCl4 fueron revertidos en gran parte por el pretratamiento con leche fermentada de
camello inoculada con L. lactis subsp. cremoris, el cual redujo notablemente la necrosis
glomerular y tubolointersticial, la fragmentacion de los glomérulos y la ampliacion del espacio
de Bowman. Comparando estos resultados con los nuestros, el CCls también causo dafio en
tejido hepatico, como se aprecia en la figura 16 e-h, este dafio se vid disminuido por el
tratamiento por L. lactis (NZ9000 y pSec: hlL-22). Estas propiedades convierten a L. lactis en

un producto adecuado para la prevencion del dafio hepatico, cardiaco y renal.
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Durante la lesion hepética recurrente la activacion de las CEH conlleva a la produccion de
coldgeno. Diferentes estimulos deben de ocurrir para que se lleve a cabo la sintesis y depdsito de
esta proteina, siendo la produccién de citocinas inflamatorias de vital importancia, entre ellas la
IL-1pB, asi mismo esta activacion de las CEH se lleva a cabo gracias al reclutamiento de células de
Kupffery a la produccion de TGB-p, citocina con propiedades fibrogénicas, debido a estas razones
analizamos por histologia, morfometria y gPCR, estos tres marcadores (colageno, IL-1y TGB- B),
entre otros.

La tincion rojo sirio evidencid depdsitos de colageno en el parénquima hepatico, con
bandas anchas en el grupo CCls, por otro lado los animales tratados con L. lactis (NZ9000 y pSec:
hIL-22) disminuyeron este grosor, atenuando los depositos de coladgeno (Fig. 17). Gracias al
estudio morfomético se corroboré lo antes mencionado, en donde el grupo con mayor cantidad de
colageno fue el CCls (***p<0.001), comparandolo con el control (Fig. 18). Este porcentaje se vio
disminuido gracias a la administracién de L. lactis (NZ9000 y pSec: hlL-22). En estudios
anteriores, D'Argenio y colaboradores (2013) examinaron los efectos de una formulacion
simbiotica en un modelo experimental de fibrosis hepatica inducida por CCl. en ratas. El producto
simbiotico fue una mezcla de una cepa probidtica (L. paracasei B21060) con L-glutamina,
arabinogalactano y xilo-oligosacaridos como prebidticos. En tal estudio las actividades séricas
ALT y AST, asi como la histologia hepatica y el depdésito de colageno disminuyeron en ratones
fibréticos con la mezcla simbidtica en comparacion con los del grupo placebo; estos autores
explican que el mecanismo por el cual gener6 una mejoria de los depdsitos de colageno fue
mediante la normalizacion de los niveles séricos de la citocina proinflamaoria TNF-a y una mejoria
significativa de los niveles de la citocina anti-inflamatoria I1L-10. Por otro lado, Simonian y cols.
(2010) administraron oralmente IL-22 en un modelo murino, esta administracion proporcion6 una
proteccidn contra la fibrosis pulmonar. La senescencia de CEH activadas puede limitar la respuesta
fibrogénica y es una forma de controlar la activacion de CEH, sin embargo, los mecanismos por
los que se regula la senescencia de CEH permanecen ampliamente desconocidos. Recientemente,
Kong X. y cols. (2012) demostraron que la administracion exogena de IL-22 mejora la fibrosis
hepética en un modelo murino de fibrosis hepatica inducida por CCla, en este estudio el tratamiento

con IL-22 aumento el ndmero de CEH positivas a la beta-galactosidasa asociadas con la
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senescencia. Afiadiendo, estos autores demostraron que las CEH expresan altos niveles de IL-10R2
e IL-22R1, generalmente se piensa que este Ultimo se expresa exclusivamente en células epiteliales.

El CCls condujo a cambios metabdlicos severos en el higado de los animales de
experimentacion (Fig. 19), como lo demuestra un aumento significativo de los niveles plasmaticos
de ALT y AST en el grupo CCls en comparacion con el grupo Intacto (***p<0.001). ALT y AST
se distribuyen principalmente en las células hepaticas y cuando las membranas de las células
hepaticas se dafian o sufren necrosis, estas enzimas entran en el suero en grandes cantidades (Ying
W. et al., 2016). Por otro lado, este nivel disminuyd en los grupos administrados con L. lactis
(NZ9000 y pSec: hlL-22). Este dato puede ser comparado con estudios anteriores, en donde L.
lactis restaurd los niveles de ALT en un 40% en tejido cardiaco, comparados con el grupo CCls,
posiblemente a través de la reduccion de los dafios oxidativos inducidos por CCls (Hamed H. et al.
2017). Scheiermann P. y cols. (2013) demostraron en un estudio in vivo que la administracion
intravenosa profilactica de IL-22 redujo significativamente los niveles séricos de ALT vy el dafio
histopatoldgico en la lesion hepética inducida por acetominofen, atribuyendo esta mejora a las
cualidades que posee esta citocina como es el aumento proliferativo de hepatocitos. Recopilando,
la cepa en su estado silvestre pudiese tener efectos antioxidantes que repercutan en una mejora
metabolica hepética y aunado a esto, la modificacion genética de la bacteria la hace capaz de
secretar IL-22, pudiese beneficiar en el aumento del nimero de hepatocitos.

En el presente estudio se administré un pretratamiento de 2 semanas y un posterior
tratamiento de 4 semanas de L. lactis silvestre (NZ900) y recombinante (pSec: hlL-22) via oral.
Los antigenos administrados oralmente interactuaron con el tejido linfoide asociado a mucosas,
que es una red inmunitaria bien desarrollada. La captacion de antigenos ocurre a través de un
sistema especializado que incluye las células epiteliales membranosas (M) que recubren foliculos
linfoides de las placas de Peyer, que es el sitio principal de la respuesta inmune intestinal que
involucra macrofagos, células dendriticas y linfocitos Ty B (Sung H. et al., 2016). Se realizaron
tinciones H&E de las Placas de Peyer (Fig. 20), a las que posteriormente se les analizo
morfometricamente (Fig. 21) y molecularmente (Fig. 25).

Las figuras 20 y 21 muestran el analisis histoldgico y morfométrico realizado a las placas
de Peyer, respectivamente. La morfometria demostré que no existe diferencia significativa entre

los grupos experimentales. Esto quiere decir que el dafio hepatico causado por la inyeccion
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intraperitonial de CCls no modificé el nimero de placas de Peyer presentes en el ileon. Por otro
lado, Sung H. y cols. (2016) realizaron un estudio donde se administr6 una dosis alta del antibidtico
kanamicina via oral a ratones (1,000 mg por dia durante siete dias consecutivos), demostrando que
el nimero de estructuras de placas de Peyer en los animales tratados con kamanicina disminuyo
significativamente en comparacion con el grupo control; como tratamiento emplearon diferentes
cepas LAB (E20, L84, M49, HY8301) via oral, estos animales tenian un nimero comparable de
estructuras de placas de Peyer como los ratones del grupo control, sin embargo, no eran totalmente
similares, pero si mayores a las del grupo kanamicina. Esto se pudiese explicar debido a que el
dafe tratamiento implementado en nuestro estudio, no fue direete daiiino al tejido intestinal, por
ende no se modifico la histologia ni morfometria de las placas de Peyer.

El higado y el tracto gastrointestinal poseen una estrecha relacion anatémica y funcional
(Jaramillo J. et al., 2006). La interaccion entre los dos 6rganos, ya sea en un estado sano o enfermo,
incluye la transferencia de moléculas al higado (Sharma V. et al., 2013). Después de la lesion
hepaética, la secrecion de bilis puede verse alterada por el eje del higado del intestino; esto reduce
el suministro de sangre y la peristalsis en el intestino, lo que provoca la alteracion de la mucosa
intestinal y la alteracion de la microbiota intestinal (Ley R. et al., 2006). Por lo tanto, examinamos
los cambios histologicos en el intestino grueso durante la fibrosis hepética inducida por CCls (Fig.
22). La tincion H&E de las porciones intestinales del ciego, muestran minima infiltracion de
células inflamatorias en las ratas control (Figs. 22a-b). En el intestino de las ratas tratadas con
CCly, se observo una infiltracion celular inflamatoria significativa (Figs. 22c-d), por otro lado, los
animales administrados con L. lactis NZ9000 y pSec: hlL-22 presentaron poca infiltracion celular
(Figs. 22e-h). Ma W. y colaboradores (2017) realizaron un estudio sobre la decoccion de Xia-yu-
Xue, que consiste en tres medicamentos basados en una mezcla de hierbas (Radix et Rhizoma Rhei,
Semen Persicae y Eupolyphaga Seu Steleophaga) sobre el dafio intestinal y la fibrosis hepética
ocasionada por el CCls en ratones, en donde observaron el mismo patron histolégico en los
intestinos. Con esto concluimos que el dafio ocasionado por esta hepatotoxina afecta al intestino,
reclutando células inflamatorias en la capa mucosa intestinal, y este dafio se ve disminuido por la
ingesta de L. lactis (NZ9000 y pSec: hlL-22).

Las secreciones intestinales, como las hormonas, los mediadores inflamatorios y los

productos de absorcion digestiva, también afectan directamente la funcion hepatica (Brandl K. et
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al., 2017). El microbioma intestinal, especialmente en el intestino grueso, comprende numerosos
microorganismos que juegan un papel importante en la digestion de los alimentos y también en
otros procesos importantes dentro del organismo (Barratt M. et al., 2017) La evidencia sugiere que
algunos componentes microbianos derivados del intestino activan la cascada inflamatoria de las
células inmunes en el higado y regulan la funcién y la respuesta de las células del parénquima
hepético (Tilg H. et al., 2016). Por lo tanto, es importante dilucidar por completo la relacién entre
la microbiota intestinal y la lesién hepatica que podria conducir a cirrosis hepatica. Por ende, se
Ilevé a cabo el analisis de la expresion de diferentes marcadores tanto en intestino como en higado,
por medio de qPCR. Este tipo de estudios son necesarios para abordar la influencia que cumple L.
lactis como probidtico en la expresion génica de diferentes vias, particularmente las que estan
asociadas con la respuesta inmune, y para comprender mejor el papel que los probioticos podrian
tener en la prevencion y el tratamiento de la fibrosis hepatica.

FOXP3 es un factor regulador de la transcripcién, que participa directamente en la funcion
de las células reguladoras T CD4+CD25+ humanas y murinas. FOXP3 ha sido definido por
diversos autores como el gen maestro controlador del desarrollo y funcién de las células
reguladoras y es considerado el principal marcador molecular, a la fecha, de esta subpoblacién
reguladora (Gonzéalez J. et al., 2010). Este factor de transcripcion fue evaluado en higado e intestino
delgado (ileon) (Figs. 23 y 25, respectivamente), en donde presenté comportamientos diferentes
en cada tejido. En intestino, el grupo Recombinante-CCls fue el Gnico que presento diferencias
significativas con todos los grupos experimentales (***p<0.001), por otro lado, los grupos intacto
y CCl, su nivel de expresion fue minimo, siguiéndole el grupo Silvestre-CCla. Pudiendo especular
que la modificacion genética de L. lactis pSec: hIL-22 indujo una sobreexpresion de este factor de
transcripcion en intestino. En un estudio reciente, evaluaron los efectos inmunomoduladores
intestinales de L. lactis MG1363 en ratones sanos, con el fin de dilucidar los mecanismos que
ejercen este probidtico en un estado de salud 6ptimo (Maaike J. et al., 2013), en el cual observaron
que las transcripciones de FOXP3 fueron bajas y no se vieron alteradas por el consumo de L. lactis
MG1363. Comparando estos resultados podemos concluir que las cepas bacterianas poseen
diferentes mecanismos dependiendo el entorno que los rodee, en este caso salud vs. enfermedad.
Una propuesta del mecanismo accion es mediante la activacion de diferentes factores de

transcripcion, en este caso particular, FOXP3. En higado, FOXP3 se elevo en todos los grupos a
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los que se les administro CCly, siendo mas prominente este aumento en el grupo Silvestre-CCla,
siguiéndole el grupo CCls y por altimo el grupo Recombinante-CCla.

Nuestros resultados muestran que la administracion de CCls junto con el tratamiento
preventivo y protector de L. lactis (NZ900 y pSec: hIL-22) en un modelo in vivo, disminuyeron
significativamente los valores de expresion de IL-1p en tejido hepatico, siendo més significativo
en la cepa recombinante (pSec: hlL-22) (***p<0.001), respecto al grupo CCls. Sung H. y
colaboradores (2016), realizaron un estudio con diferentes cepas LAB, en el cual lograron
determinar que Lactobacillus y Bifidubacterium (E20, L84, 49 y HY8301) muestran un efecto
protector frente a lipopolisacaridos en células Caco-2, con una exposicion de 24 horas de
tratamiento. La estimulacion con los lipopolisacaridos aumentd significativamente la expresion de
ARNM de tres factores inflamatorios TNF-a, IL-1p e IL-8, por otro lado, la administracion de las
bacterias LAB disminuyo estos valores. Creando la hipétesis de que las bacterias LAB, como L.
lactis, poseen un efecto inmunomodular directamente en células intestinales como en tejidos
distantes, sin embargo, los mecanismos por los cuales ejerce esta accion aun son desconocidos.

La citocina IL-10, fue evaluada en tejido intestinal (ileon) y en tejido hepatico (Figs. 23 y
25). El nivel de expresion de IL-10 en ileon fue minimo en los grupos Intacto y CCls; por otro lado,
los grupos administrados con L. lactis NZ9000 y pSec: hlL-22 aumentaron el nivel de expresion
de esta citocina, teniendo mayor significancia en el grupo Silvestre-CCls (L. lactis NZ9000). Estos
datos contrastan con los autores Maaike J. y colaboradores (2013) en donde las transcripciones de
IL10 fueron bajas y no fueron alteradas por la administracion de L. lactis MG1363 a ratones sanos.

El nivel de expresion de IL-10 en higado, no presentd diferencias significativas en ningun
grupo, presentando gran similitud todos los grupos problema con el grupo control. Esto quiere
decir que esta citocina esté activa a nivel intestinal pero no a nivel hepatico en los animales que
recibieron L. lactis. En estudios anteriores, el empleo de una formulacion simbi6tica del probidtico
L. paracasei B21060 con L-glutamina, arabinogalactano y xilo-oligosacaridos en un modelo
experimental de fibrosis hepatica inducida por CCls en rata, demostré que la administracion de
esta sustancia aumento los niveles de RNAm de IL-10 en las ratas fibrdticas, en higado (D'Argenio
et al., 2013). Estos efectos sobre el sistema inmune dependen de la cepa y respalda la necesidad de
seleccionar probidticos para grupos especificos de individuos con diferentes necesidades en lugar

de la aplicacion generalizada de probidticos para la prevencion de cualquier tipo de trastorno.
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Se evaluaron dos marcadores fundamentales para determinar el grado de lesién hepética
causada por fibrosis, TGF-B y coldgeno, por medio de gPCR. Como es sabido, el dafio hepatico
recurrente conduce a una serie de eventos, comenzando con la estimulacion de CEH quiescentes a
un estado activado productor de colageno, conocido como fibroblasto; volviendo a las CEH
activadas maés sensibles a la citocina TGF-p, considerada como la principal causal del proceso
fibrogénico (Wick G. et al., 2013). Estos dos marcadores tuvieron un comportamiento similar, en
donde el grupo CCls fue el que tuvo mayor nivel de expresion, tanto de TGF- como de colageno.
Este nivel se vio disminuido por el tratamiento de L. lactis (NZ9000 y pSec: hlL-22). Para el
marcador TGF-p, la cepa L. lactis (NZ9000 y pSec: hlL-22) disminuy6 la expresion a un nivel
mayor que el del grupo control; por otro lado, el marcador colageno tuvo su mayor expresion en
el grupo CClg, y este valor disminuy6 en los grupos tratados con L. lactis (NZ9000 y pSec: hiL-
22) igualando al grupo Intacto. Wei-Jen y colaboradores (2015) realizaron un estudio en hamsteres
tratados con Lactobacillus reuteri GMNL-263, con dos diferentes dosis (625 y 3125 mg/kg-
hamster/dia) durante ocho semanas, alimentados con una dieta alta en grasas en cual concluyeron
que este bacilo, reduce los efectos de la fibrosis hepatica y cardiaca a traves de la supresion de
TGF-B. Ellos analizaron por medio qPCR y por tincion tricromico de Masson los niveles de TGF-
B y la presencia de colageno, respectivamente; en donde lograron determinar que la dosis mas alta
de L. reuteri posee un mejor efecto, logrando disminuir los depdsitos de colageno y disminuyendo
la expresion de TGF-B. Por ende, llegamos a la conclusién que Lactococcus lactis puede disminuir
la expresion de TGF-B y con ello los depdsitos de colageno y la expresion del mismo se ven
disminuidos.

Se evalud la expresion del receptor del érgano relacionado con el receptor de acido
retinoico (ROR) en tejido intestinal de los diferentes grupos experimentales (Fig. 25). ROR
controla la produccion de IL-17A e IL-17F, y estas citocinas tienen un papel redundante pero
altamente patdgeno en la inflamacion intestinal (Leeppkes et al., 2009). El nivel de expresion de
ROR en intestino fue minimo en los grupos Intacto y CCls, por otro lado, la expresion de este
factor aumento gracias a la administracion de L. lactis silvestre (NZ9000) de manera significativa
(***p<0.001). Sin embargo, la cepa recombinante no tuvo el mismo comportamiento.
Contrastando con los valores obtenidos para el factor de transcripcién FOXP3 (Fig. 25), donde la

cepa silvestre tuvo un nivel de expresion bajo, pero alto para la cepa recombinante. Por otro lado,
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la evaluacion de FOXP3 en tejido hepético los niveles de expresion fueron similares entre las cepa
silvestre y recombinante, y significativas debido a que la expresion fue minima en el grupo Intacto
(Fig. 23). Recordando que la lesion se genero directamente en tejido hepéatico y no en intestino, tal
vez esa sea la razén por la cual los niveles de expresion son diferentes en cada tejido. Esto se puede
explicar debido a que las células Th17 estan estrechamente relacionadas con las células reguladoras
T FOXP3, ya que se ha demostrado que ambos tipos de células requieren TGF-p para la
diferenciacion in vitro y que FOXP3 controla la diferenciacion Th17 por interaccion directa con
RORyt (Zhou L. et al., 2008). La eventual eleccion de linaje para generar RORyft + Tregs en lugar
de células Th17 depende del metabolismo de la vitamina A en el &cido retinoico (AR), ya que la
ausencia de vitamina A o la inhibicion del receptor del AR, inclina la balanza a favor de un perfil
Th17. Este autor propone que el AR, requerido en muchos procesos fisioldgicos, es una "sefial"
usada por el sistema inmune para monitorear el estado de salud de un tejido. En el contexto del
dafio tisular, al producirse una infeccion o lesion, la produccion de AR disminuye y el equilibrio
entre RORyt + Tregs se desplaza a favor de un perfil de células Th17 (Elberl G. 2017).

Wang K. y colaboradores (2016) realizaron un estudio donde demostraron que
Lactobacillus casei podria tener posibles implicaciones sobre la inflamacion intestinal inducida
por Escherichia coli enterotoxigénica, donde observaron que la expresion de ARNm y proteina de
FOXP3 en el grupo tratado con la cepa L. casei fue mayor que en el grupo de enteritis, mientras
que la expresion de ARNm y proteina de RORyt fueron significativamente mas bajos (p<0.05).
Sin embargo, después de que los ratones del grupo de enteririts se trataron con L. casei, se alivio
la inflamacion duodenal. Los autores mencionan que el posible mecanismo de accion es mediante
la regulacion del desequilibrio de la proporcion de células Th17/Treg. Comparando con nuestros
resultados, pudiese ser que la cepa en estado silvestre (NZ9000) a nivel intestinal este teniendo una
regulaciéon hacia un perfil Th17, pero se ve compensado a nivel hepético, en donde se esta
generando la lesion ya que aumenta la expresion de FOXP3.

Fue evaluada la expresion del receptor de IL-22 en tejido intestinal (Fig. 25), ademas se
identificaron celulas positivas para 1L-22 en el mismo tejido por medio de inmunohistoquimica
(Fig. 26), para su posterior conteo morfométrico (Fig. 27). Los grupos Sivestre-CCls vy
Recombinante-CCls4 presentaron expresion de este receptor, teniendo diferencias significativas con

el grupo Intacto y CCls (***p<0.001). La presencia de células positivas para IL-22 fue
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predominante en los animales tratados con la cepa recombinante, presentando mayor incidencia en
la luz intestinal en la porcién mucosa. La cepa recombinante empleada en el presente estudio, es
capaz de expresar y secretar IL-22 humana biol6gicamente activa (Loera-Arias et al., 2014). Kong
X. y colaboradores (2012) afirman que la sobreexpresion de IL-22 in vivo o el tratamiento con IL-
22 in vitro, mediada por la union a IL-22R1 y IL-10R2, promueve la proliferacién de células
progenitoras hepaticas a través de un transductor de sefial y la activacion del mecanismo
dependiente de STATS3, lo que conduce posteriormente a una regulacién positiva de una variedad
de genes anti-apoptaticos (por ejemplo, Bcl-2, Bel-xL, Mcl-1) y mitogénicos (por ejemplo c-myc,
ciclina D1, Rb2, CDK4), resultando en efectos hepatoprotectores. La sobreexpresion de IL-22, ya
sea por orientacion génica o por administracion exdgena, reduce la fibrosis hepética y acelera la
resolucion de la fibrosis hepatica durante la recuperacion. Los efectos anti-fibroticos de 1L-22 estan
mediados a través de la activacién de STAT3 en CEH vy la posterior induccion del supresor de la
sefializacion de citocina 3, que induce la senescencia de CEH (Kong X. et al., 2012). En conjunto,
los efectos hepatoprotectores, mitogénicos y anti-fibroticos de 1L-22 conllevan a la mejora de la
lesion hepética. Destacan que debido a la expresion restringida de IL-22R1, se espera que la terapia
con IL-22 tenga pocos efectos secundarios, haciendo de esta interleucina un candidato potencial
para el tratamiento de enfermedades hepaticas.

Nuestros resultados muestran que L. lactis tuvo un efecto anti-fibrosis, esto es
probablemente a sus propiedades de adhesion al epitelio modificando la respuesta inmune local
del hospedero (Schiffin et al., 1997), probablemente estas sustancias tienen un efecto probidtico
para modular el efecto inflamatorio que inicia en la mucosa del intestino grueso y hace su blanco
en el higado.

Las terapias futuras deberan tener como blanco la interaccion del microbioma con otros
Organos, para evitar tratamientos invasivos que conlleven un riesgo para la vida del paciente, el
uso de L. lactis modificada genéticamente y en su forma silvestre, parecen ser una buena opcion

para tratar de disminuir los procesos inflamatorios en etapas tempranas de la lesion.
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6. Conclusiones

e Seestablecio un modelo de fibrosis hepatica en rata a las 4 semanas por induccion con CCla
empleando una dosis de 50mg/kg.

e Seaplico un tratamiento preventivo y protector via oral con la cepa bacteriana L. lactis, en
estado silvestre (NZ9000) y recombinante secretor de IL-22 (pSec: hlL-22).

e L. lactis NZ9000 y pSec: hlL-22, disminuyeron el dafio hepatico de los animales de
experimentacion ocasionado por la fibrosis hepatica, el parénquima no se recuperd por
completo pero hubo una mejoria considerable, lo que conllevo a una mejora en la funcién
hepatica.

e L. lactis NZ9000 y pSec: hlL-22, disminuyeron los niveles de expresion de la citocina
proinflamatoria IL-1p, la citocina profibrogénica TGF-B y el colageno a nivel hepatico,
corroborando a nivel histolégico.

e Laadministracion de L. lactis género un efecto inmunodulador a nivel intestinal para la IL-
10, la cual se vid expresada en los animales de experimentacion. Al mismo tiempo la cepa
recombinante genero la sobreexpresion de FOXP3. La cepa silvestre genero la expresion
de ROR, con una posible regulacion hacia un perfil Th17, que se ve compensado a nivel
hepatico, en donde se expresa FOXP3.

e Los animales de experimentacion tratados con L. lactis expresan el receptor de IL-22. La
cepa recombinante tiene mayor incidencia en la cantidad de células positivas para IL-22 en

intestino delgado.
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Anexo A
Inclusion de tejidos en parafina
Los tejidos fueron colocados en casetes metalicos, y posteriormente montados en
Histoquinet (MICROM STP 120) para someterse al siguiente procedimiento.
Cubas Compuesto Tiempo
1  Aguadestilada 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 pas6 por todo el procedimiento, se formaron bloques de parafina
empleando el Thermo scientific microm (EC150-1 y EC150-2), para posteriormente realizar los
cortes histoldgicos de 5 micras en el micrétomo LEICA RM2125RT.

Silanizado de laminillas
El silanizado de laminillas se llevo a cabo utilizando los siguientes reactivos en campana de
extraccion de gases.
Reactivo Volumen Tiempo
Acetona-Silano al 2% 100ml 5 minutos

Agua destilada 100ml 2 minutos por duplicado
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Las laminillas se sumergieron en cada uno de los reactivos, y se colocaron en horno a 40-50°C por
24h.
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Anexo B

Tincién hematoxilina y eosina (H&E).

Procedimiento:

1.

© © N o gk~ w DN
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Colocar laminillas en xilol por 5 minutos dos lavados.

Alcohol 100% por 2 minutos dos lavados.
Alcohol al 96% por 2 minutos dos lavados.
Alcohol al 70% por 2 minutos dos lavados.
Agua del grifo por dos minutos.
Hematoxilina por 1 minutos.

Agua del grifo por 5 minutos.

Eosina 30 segundos.

Agua del grifo 5 minutos.

. Alcohol al 70% por dos minutos dos lavados.
. Alcohol al 96% por dos minutos dos lavados.
. Alcohol 100% 2 minutos dos lavados.

. Xilol 5 minutos dos lavados.

. Montado en Entellan (1.07961.0500; Merck).
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Anexo C
Tincién Rojo Sirio
Preparacion de Agua acidificada
Reactivo  Volumen
Agua Destilada 100ml
Acido acético 500l

Preparacion de rojo sirio-picro
Reactivo Cantidad
Rojo sirio 0.5¢
Solucidn acuosa de acido picrico (Rojo sirio (Sigma-Aldrich 365548), acido picrico ~ 500ml
(sigma P6744-1GA)

Acido acético glacial 3ml
Agua destilada Aforar a
11t

Nota: afiadir el acido acético glacial al agua destilada.
Preparacion de hematoxilina de Weigert
I.  Solucién A (100ml)
Reactivo Cantidad

Cristales de Hematoxilina  1g

Alcohol al 95% 100ml
Il.  Solucion B (100ml)
Reactivo Cantidad
Agua destilada 95ml
Acido clorhidrico 1ml
concentrado
Cloruro Férrico 4dml
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Diluir partes iguales de ambas soluciones (A y B) segun la cantidad utilizada.

1.- Hidratar los cortes (5um) provenientes de los bloques de parafina bajo el procedimiento

convencional. Tiempos:

Xilol- 7min

Xilol- 7min

Alcohol al 100%- 5min
Alcohol al 100%- 5min
Alcohol al 96%- 3 min
Alcohol al 96%- 3min

Agua destilada- 3min

2.- Incubar los cortes en una solucion de hematoxilina de Weigert para tincién de nucleos, durante

8 min y luego lavar los portaobjetos durante 5 min en agua corriente y después colocar las

laminillas en PBS 1X durante 5 min.

3.- Incubar con la solucién de rojo sirio-picro durante una hora.

4.- Lavar dos veces con agua acidificada (2 bafios en cada lavado) rapidos 1 seg.

5.- Deshidratar en dos cambios de etanol al 96% (45 seg/lavado).

6.- Deshidratar en dos cambios de etanol al 100% (2 min/lavado).

7.- Lavar en xileno durante 5 min y montar con Entellan (1.07961.0500; Merck).

8.- Revisar los cortes en campo claro y luz polarizada.
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Anexo D

Inmunohistoquimica

1) Desparafinacion del tejido

e Xilol por 5 minutos dos lavados.

e Alcohol 100% por 5 minutos dos lavados

e Alcohol 96% por 5 minutos dos lavados

e Alcohol 80% por 5 minutos un lavado

e Agua destilada por 5 minutos un lavado

2) Desenmascaramiento de epitopos
Colocar dentro de la olla de presion 1.5 litros de buffer de citrato de sodio 1X, encender y dejar
subir lamaximo la presién, apagar y colocar las laminillas ya desparafinadas, quedando totalmente
cubiertas por el buffer, nuevamente encencer la olla, una vez que salga el vapor se dejan reposar
por un minuto, luego apagar y dejar reposar durante 15 minutos dentro del buffer, pasado el tiempo
lavar las laminillas con PBS 1X (1 vez/ 5 min).

3) Inactivactivacion de peroxidasas endoégenas
Sumergir las laminillas en una solucion de metanol-peroxido (10%) durante 30 min. a temperatura
ambiente, lavar con PBS 1X (3 veces/5min.).

4) Permeabilizar membranas
Colocar las laminillas en una solucién de PBS + Triton X-100 (0.2%) durante 30 min. a
temperatura ambiente, lavar las laminillas con PBS 1X (1 vez/5 min.), delimitar el tejido de interés
con el PAP pen (Z377821-1EA; SIGMA).

5) Bloquear uniones inespecifica
Incubar las laminillas con suero fetal de bovino (20%) en PBS + Triton X-100 (0.2%) durante 1
hora en camara humeda a temperatura ambiente.

6) Anticuerpo primario
Diluir el anticuerpo primario Anti-hlL-22 1:100 en PBS + Triton X-100 (0.2%). Colocar 30ul de
anticuerpo primario diluido sobre el tejido e incubar durante toda la noche en camara himeda a
4°C. Lavar las laminillas con PBS + Triton X-100 (0.2%) 3 veces/5 min.

7) Anticuerpo secundario
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Incubar con el anticuerpo secundario Anti-goat 1gG, dilucion 1:500. Colocar 30ul de anticuerpo
secundario diluido sobre el tejido e incubar en oscuridad durante 2 horas en cdmara humeda a
temperatura ambiente, lavar con PBS 1X (3 veces/5 min), revelar con 3’3 diaminobenzidina
dilucion 1:10 con buffer hasta que ocurra el viraje de color, lavar con PBS 1X (2 veces/5 min),
contrastar con hematoxilina diluida 1:10 con agua destilada durante 1 minuto a temperatura
ambiente, lavar con agua de grifo 2 veces/5min.

8) Deshidratacion del tejido

e Alcohol 80% (1 vez/5 min)

e Alcohol 96% (1 vez/5 min)

e Alcohol 100% (2 vez/5 min)

e Xilol (2 vez/10 min)

e Montado en Entellan (1.07961.0500; Merck).
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Anexo E
Extraccién de ARN
e Tomar 50mg de tejido en un tubo de microcentrifuga (2 ml).
e Afadir 500ul buffer de lisis (previamente mezclado con 2-mercapto etanol) y homogenizar.
e Agitar con vortex por 2 minutos.
e Centrifugar a 10000 rpm por 10 min a 4°C.
Carga de la columna
e Agregar 100ul de buffer de activacion en la columna de extraccion.
e Centrifugar a 10000 rpm por 30 segundos.
e Descartar el filtrado
Activacion de muestras
e Agregar 300ul de isopropanol a la columna y agite con vortex durante 2 minutos.
e Colocar una columna de extraccion en un tubo recolector de 2ml.
e Centrifugar a 10000 rpm por 30 segundos.
e Descartar el filtrado.
Lavado de la columna
e Agregar 700ul del primer tampon de lavado (etanol afiadido) a la columna de extraccion.
e Centrifugar a 10.000 rpm durante 30 segundos.
e Descartar el filtrado
Segundo lavado
e Agregar 700 pul de segundo tampén de lavado (etanol afiadido) a la columna de extraccion.
e Centrifugar a 10.000 rpm durante 30 segundos.
e Descartar el filtrado
Elucion del ARN
e Colocar la columna de extraccién en un tubo de microcentrifuga sin DNasa / RNasa.
e Agregar 70pul de tampon de elucion al centro de la membrana de la columna.
e Incubar a temperatura ambiente durante 1 min.
e Centrifugar a 10.000 rpm durante 1 min para eluir el ARN

e Dividir la muestra en 3 alicuotas.
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e Cuantificar la concentracion de RNA de una de las alicuotas en Nanodrop.

e Almacenar las el ARN a -80 ° C en ultracongelador.
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Anexo F

Rerotranscripcion de RNA

1. Colocar en un tubo para PCR (200 ul) 4 microlitros del RNA que se desee retrotranscribir,

y agregar 1 microlitro de Oligo dT, para obtener un volumen total de 5 pl.

2. Calentar ésta mezcla en el termociclador a 70 °C durante 5 minutos.

3. Inmediatamente colocar el o los tubos en hielo por lo menos durante 5 minutos.

4. Centrifugar 10 segundos en microcentrifuga.

5. Conservar en hielo nuevamente hasta que sea agregado el mix de la Transcriptasa Reversa.
Preparacion del Mix de Transcriptasa Reversa:

Reactivo Cantidad
Buffer de Reaccion 5X 4.0 pul
Cloruro de Magnesio (MgCly) 1.5 ul
Mezcla de Nucleotidos para PCR 1.0 ul

Inhibidor de Ribonucleasas Recombinante RNasin 0.5 pl

Transcriptasa Reversa 1.0 ul

Agua libre de Nucleasas 7.0 ul

Para obtener un volumen final de 15 ul para cada muestra de RNA que se quiera retrotranscribir.
NOTA: Si se van a retrotranscribir varias muestras al mismo tiempo, puede prepararse un
Master Mix que contenga el volumen total correspondiente de 15 x| para cada muestra de RNA
(5 ul), y distribuir las cantidades exactas para obtener los voliumenes totales de 20 ul.

Combinar los 15 pl del mix de transcriptasa reversa con los 5 ul iniciales del tubo de PCR.
Alineacion: calentar en el termociclador a 25 °C durante 5 minutos.

Extensién: calentar en el termociclador a 42 °C durante 120 minutos.

© © N o

Inactivacion de la Transcriptasa Reversa: calentar en el termociclador a 70 °C durante
15 minutos (programa 16).

10. Cuantificar el cDNA obtenido en el Nanodrop.
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11. Almacenar las muestras a -80 °C.
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