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Acrénimo

AFP: Alfafetoproteina

ALP: fosfatasa alcalina

ALT: alanina aminotransferasa

AST: Aspartato aminotransferasa

CCK: Colecistocinina

CEH: Células estelar hepéatica

CHC: Hepatocarcinoma celular

CYP: citocromo P450

DAMP: patrones moleculares asociados al dafio

DX: Doxasosina



ECH: enfermedad hepatica cronica

EGF: Factor de Crecimiento epidérmico

EGF: Factor de Crecimiento Epidérmico

EHA: Esteatohepatitis alcoholica

EHNA: Esteatohepatitis no alcoholica

el factor de crecimiento del tejido conectivo (CTGF)
HE: Encefalopatia hepética

IFN-y: interferon gamma

IL: Interleucina

MEC: matriz extracelular

MMP: Metaloproteinasas

NE: Norepinefrina

NF-kB: factor de transcripcidén nuclear kappa b
OMS: Organizacion mundial de la salud

OPS: Organizacion Panamericana de la Salud
PDGF: factor de crecimiento derivado de las plaquetas
RA: Receptores adrenérgico

ROS: Reactivas de oxigeno

TAA: Tioacetamida

Tamsu: Tamsulosina

TGFB: Factor de crecimiento transformante 3
TNF: Factor de necrosis tumoral

VHB: Virus de la hepatitis B

VHC: Virus de hepatitis C

a-SMA: Actina musculo liso
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Resumen
Introduccion: El higado es uno de los 6rganos mas importantes en el cuerpo
humano por su multifuncionalidad. Por tal motivo, cualquier dafio que afecte a
este 6rgano puede promover un desequilibrio sistémico, comenzando desde
higado graso, formacion de fibrosis hepatica, hasta encefalopatia por el aumento
de amonio. En la actualidad, las enfermedades hepaticas han mostrado
incrementos a nivel mundial, siendo los principales causantes el abuso de alcohol
y la esteatohepatisis no alcohdlica por diabetes, obesidad entre otros. La
reversion del dafio y la recuperacion de la funcionalidad del tejido hepatico sigue
siendo un reto para el campo de la investigacién de la salud, teniendo como Unica
alternativa el trasplante de higado. Sin embargo, el nUmero de donantes es
escaso lo que disminuye significativamente la esperanza de vida de los
pacientes. Objetivo: Evaluar el efecto de la tamsulosina en posible recuperacion
de la funcion hepatica en un modelo de dafio hepatico en ratas Wistar. Material
y Métodos: Lainduccién del dafio hepatico se realiz6 mediante la administracion
por via intraperitoneal de un esquema de dosis creciente de tioacetamida (200-
300 mg/kg) durante 5 semanas. Tras el dafio, dos grupos fueron tratados a dosis
de 11 pg/kg y 93 ug/kg, y un grupo fue tratado con el vehiculo durante dos
semanas. El dafio fue evaluado en un grupo tras las 5 semanas de induccion y
comparado con un grupo intacto. Para determinar el dafo y la regeneracion del
higado, se realizaron pruebas bioquimicas: el perfil hepatico y glucosa;
marcadores inflamatorios, profibrogenicos, de proliferaciéon y cancerigenas. Se
realizaron tinciones histolégicas con H/E y Rojo sirio, e inmunohistoquimica
evaluando marcadores inflamatorios. Se evalu6 La actividad locomotora, la
hipersensibilidad al dolor, el posible dafio causado por la tamsulosina y la
actividad antioxidante Resultados: en diferentes parametros las ratas que fueron
tratadas con tamsulosina mostraron una mejora significativa en la recuperacion
del peso y la actividad locomotora, en referencia con el intacto y vehiculo.
Conclusion: El uso de tamsulosina a dosis a 11 pg/kg y 93 ug/kg puede ser

considerada como una opcién terapéutica para la recuperacion del dafio



hepatico, sin embargo, se requieren realizar otros ensayos y pruebas que avalen

su eficiencia en pacientes.
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Abstract

Introduction: The liver is one of the most important organs in human due
to its multifunctionality. For this reason, any damage affecting this organ
can promote a systemic imbalance, starting from the formation of hepatic
fibrosis to encephalopathy due to the increase of ammonium. At present,
liver diseases have shown an increase worldwide, the main causes being
alcohol abuse and non-alcoholic steatohepatisis due to diabetes, obesity,
among others. Reversing the damage and recovering the functionality of
liver tissue remains a challenge for the field of health research, having liver
transplantation as the only alternative. However, the number of donors is
scarce which significantly decreases the life expectancy of patients.
Objective: To evaluate the effect of tamsulosin on possible recovery of
liver function in a model of liver damage in Wistar rats. Material and
Methods: Induction of liver damage was performed by intraperitoneal
administration of an increasing dose schedule of thioacetamide (200-300
mg/kg) for 5 weeks. After damage, two groups were treated at doses of 11
ug/kg and 93 pg/kg, and the vehicle was treated for two weeks. Damage
was assessed in one group after 5 weeks of induction and compared to an
intact group. To determine liver damage and regeneration, biochemical
tests were performed: liver profile and glucose; inflammatory,
profibrogenic, proliferative and carcinogenic markers; histological staining
with  H/E and Syrian Red, and immunohistochemistry evaluating
inflammatory markers. Locomotor activity, pain hypersensitivity, possible
damage caused by tamsulosin, and antioxidant activity were evaluated.
Results: in different parameters, rats treated with tamsulosin showed a
significant improvement in weight recovery and locomotor activity,
compared to intact and vehicle. Conclusion: The use of tamsulosin at
doses 11 ug/kg y 93 pg/kg can be considered as a therapeutic option for
the recovery of liver damage; however, further trials and tests are required

to support its efficiency in patients.
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Capitulo 1:

INTRODUCCION
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INTRODUCCION

El higado, debido a su multifuncionalidad, es un centro critico para numerosos
procesos fisioldgicos. Es susceptible de sufrir lesiones causadas por diversos
factores tales como el exceso de alcohol o medicamentos, trastornos
metabalicos, infecciones como la hepatitis virica y cancer (Trefts & al, 2017). Las
células estelares (CEH) son uno de los principales protagonistas por su
activacion de forma autocrina y paracrina. En respuesta a las lesiones, las células
de Kupffer y Estelares hepaticas (CEH) se ponen en marcha produciendo fibras
de colagenos para reparar y regenerar el higado dafiado, evitando su fracaso.
Cuando el dafio es cronico, la regeneracion se desvia, perjudicando la funcion

hepética y causando cirrosis (Garrido & Djouder, 2021).

La muerte relacionada con los dafios hepaticos es una grave amenaza en todo
el mundo. La fibrosis hepatica progresiva, inducida por trastornos viricos y
metabdlicos crénicos ha convertido en una de las 10 principales causas de
muerte (OMS, 2020). En los ultimos afios, debido a la promocién del tratamiento
antiviral de accion directa, la mortalidad por cirrosis causada por el VHC se ha
disminuido. Sin embargo, la tasa de las enfermedades hepaticas por el consumo
de alcohol y la EHNA ha aumento constantemente incrementando la tendencia
de mortalidad (Ye & al, 2022; Sarin & Maiwall, 2021) .

En México la cirrosis hepatica es la tercera causa mas comun de mortalidad en
hombres y la séptima en mujeres. Siendo el consumo de alcohol, el higado graso
(esteatohepatitis no alcohdlica) y las enfermedades metabdlicas (resistencia a la
insulina, diabetes mellitus) (IMSS & Kershenobich, 2015). El pais es considerado
como uno de los paises con mayor consumo de alcohol, mayor incremento de
obesidad y de diabetes; por lo cual reine con diferentes factores que aumenta la
incidencia de las enfermedades hepaticas (OPS/OMS, 2021).
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Las principales alternativas para curar o controlar el proceso de fibrosis son el
trasplante y la eliminacion del agente causante. Sin embargo, existe ciertos
inconvenientes que afecta el éxito del tratamiento. En caso de la retirada del
agente causante, la regresion suele ser demasiada lenta, lo cual puede
complicarse llevando a la mortalidad sobre todo en la fibrosis avanzada (Roehlen,
Crouchet, & Baumert, 2020). Para el trasplante hepatico, el reto es el numero
insuficiente de donantes en comparacion con la creciente demanda de

candidatos a trasplante (Meirelles-Junior & al, 2015).

No existen farmacos antifibroticos o pro-regenerativos especificos aprobados
para esta enfermedad. Sin embargo, han estado evaluando varios farmacos con
el fin de revertir o regresar el proceso fibrético (Fallowfield, Jimenez-Ramos, &
Robertson, 2021). Los receptores adrenérgicos a-1 son importantes en la
fisiologia animal y humana, se han encontrado en diferentes partes del
organismo, mayormente en el musculo liso de las vias urinarias. Los ligandos de
estos receptores son la norepinefrina (NE) y la epinefrina. En el higado, la
norepinefrina es capaz de promover en la actividad de las CEH produciendo
fibras de colageno (Oben et al 2003).

Los antagonistas de los receptores a-1 son farmaco que se usa para
hipertension, inhibiendo el tono basal y disminuyen la frecuencia y amplitud
peristalticas. Algunos de ellos como el caso de la doxazosina (DX) ha demostrado
ser antifibrético revirtiendo el fenotipo fibrogénico de las CEH e induciendo el
fenotipo de senescencia (Serna-Salas & al, 2021).

La tamsulosina es un antagonista a-1 selectivo cominmente usado para tratar
hipertension prostatica benigna. A nivel renal, se han demostrado que la
tamsulosina inhibe las expresiones de factores de fibrosis inducidas por la
glucosa alta reduciendo las expresiones de MMP-2 y MMP-9 (Sun, Sun, & al,
2021). Aun no se han demostrado el efecto antifibrotico de la tamsulosina a nivel
hepatico. Por ello la presente investigacion pretende evaluar si el tratamiento con

el farmaco tamsulosina reduce el proceso de dafio hepatico logrando una posible
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recuperacion de la funcion hepatica en un modelo de dafio hepético en ratas
Wistar.
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MARCO TEORICO

Higado

El higado es uno de los 6Organos mas importante y
representativo del organismo por las mdltiples funciones
relacionadas entre si que se realiza y su fisiologia compleja.
anatémicamente comparando la forma y la posicién del
higado de cada especie, en todas se encuentra localizado

en la parte adyacente del diafragma en el hipocondrio

derecho (figura 1) (Rosas, 2010; Frandson & Spurgeon, Figura 1.1 Posicion del higado.

1995). Proyeccién del higado sobre la
superficie del tronco.

Anatomia del higado

Normalmente el higado es de color marrén con un peso normal de entre 1400 a
1800 g en humano, esta recubierto por tejido conjuntivo fibroso llamado capsula
de Glisson. Dicho tejido es penetrado por el hilio hepatico rodeando las
ramificaciones portales, arteriales y biliares. Ademas, esta muy inervada por el
sistema simpatico; y una capa serosa, el peritoneo visceral del higado (Wojciech
& Ross, 2016). El aporte de sangre y nutrientes al higado es por dos grandes
vias: la primera, la cual representa el 80% del aporte total, es dada la vena porta
formada por la unién de la vena esplénica superior proveniente del bazo y las
venas mesentéricas provenientes del intestino delgado. El resto 20% es por la
arteria suprahepatica proveniente del tronco celiaco. Por otro la salida del flujo
se hace mediante la vena hepética conduciendo la sangre a la vena cava inferior
(fig. 2) (Sibulesky, 2013; Whitney, 2020; Lira & garcia-compean, 2016).
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Figura 1.2. Observacion de la circulacion hepética. La sangre venosa proveniente de los
6rganos gastrointestinales y del bazo llega al higado para realizar diferentes tipos de
procesos, posteriormente se regresa al corazén. Por otra parte, la arteria hepética es
encargada de transportar nutrientes y sangre oxigenada hacia las células hepaticas

(Rodriguez, Biblogteca, 2021; Rodriguez, Circulacién hepéatica, 2006).

Histologia del higado

La estructura del higado es tridimensionalmente compleja por elementos
epiteliales y mesenquimales que lo organizan en unidades microscopicas
repetitivas. Existe diferentes formas de conceptualizar la estructura microscépica
hepatica siendo las mas comunes el lobulillo y el acino. El higado estd compuesto
por l6bulos que a su vez se organiza en lobulillo hepatico. El lobulillo hepatico
representa la unidad estructural y funcional del higado. Presenta una forma
poligonal, formado basicamente por una vena central, las trabéculas de remak y
las capilares sinusoidales; y esta rodeado de tejidos conectivos donde se
encuentra el espacio portal que contiene el triado portal formado por la vena
porta, la arteria hepatica y el conductillo biliar (Martinez-Chantar, 2017; Krishna,
2014).

El acino hepatico descrito por Rappaport en 1958, es considerado como la unidad
funcional mas pequefia compuesto de tres zonas; la zona 1 también conocido

como periportal que rodea el espacio porta, la zona 2 conocido como la zona
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intermedia o media y la zona 3 conocida como pericentral que rodea a la vénula
hepatica. El aporte de nutriente y oxigeno hacia estas tres zonas es de mayor a
menor siendo la zona periportal es la que recibe la mayor cantidad y la zona
pericentral la menor. Lo que diferencia las funciones de los hepatocitos de cada
zona (Deldado-Coello & Mas-Oliva, 2017; Krishna, 2014). Los hepatocitos de la
zona 1, participan en funciones como la gluconeogénesis, la sintesis de urea y la
beta-oxidacién de los &cidos grasos. Por otro lado, los de la zona 3 intervienen
en proceso del glucolisis y de la lipogénesis; y por la presencia de mayor cantidad
de citocromo p 450, complejo enzimatico y reticulo endoplasmico liso, esta zona
encargan de realizar la biotransformacién, bioactivacion y detoxificacion de
medicamentos, compuestos quimicos y toéxicos que ingresa al organismo
(Gumicio & Miller, 1981, Stanger, 2015).

i o PA
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Area portal (AP) | portal
B4 Arteria hepatica
38 Conducto biliar

ag‘ Venaporta  ® o @2 o »
Lobulilo | & /\Q j
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Lobulillo hepatico

Figura 1.3. anatomia microscopica del higado, se observa los diferentes componentes
basicos del higado, el lobulillo hepatico (Poo, 2022; Le Vay, 2015).

Organizacion estructural del higado

El higado consta de entre 50 a 100 mil lobulillos los cuales en conjunto forman el
parénquima hepatico. El parénquima hepatico esta compuesto de células
epiteliales que son los hepatocitos y los colangiocitos, células endoteliales y
células no parenquimatosas residentes entre las que estan las células estelares
hepaticas (CEH) y las células de Kupffer, el sinusoide que es la unidad
microvascular y el espacio subendotelial de Disse, donde residen las CEH (Torre-
Delgadillo & Kershenobich, 2012).
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a) Hepatocitos

Los hepatocitos representan el 60 a 80% de las células en el higado y 50 a 60 %
del volumen del higado, estan dispuestas en trabéculas o laminillas
constituyendo el lobulillo hepatico. Su funcion varia segun la localizacion dentro
del lobulillo (Lira-Pedrin & Garcia-Compean, 2016).

b) Células de Kupffer

Conocido como macréfagos propiamente del higado. Fueron identificado por
primera vez en 1876 por Karl W. von Kuppfer. Se encuentran localizado en el
espacio sinusoidal y mayormente en la zona periportal y son comprometidas en
mantener la homeostasis del higado mediante la liberacion de quimiocinas y
citocinas después de entrar en contacto con las bacterias, endotoxinas
bacterianas y residuos microbianos procedentes del tracto gastrointestinal
(Cubero & Nieto, 2006; Steib & Gerbes, 2010). Tras algun dafio hepatico por
endotoxina o alcohol y en la patogénesis de la inflamacion y fibrosis, las células
de Kuppfer son lo primero en activarse de forma autocrina y paracrina

estimulando la activacion de las CEH (Claria & Titos, La célula de Kupffer, 2004).

c) Células estelares

También conocidas como células de Ito, en su estado quiescente representa el
5-8% de la poblacion de las células hepéticas. Son células encargadas de
almacenar la vitamina A. Se localizan el espacio de Disse, espacio que limita el
endotelio y los hepatocitos. Participan en controlar la homeostasis tisular y
mantener una especie de equilibrio fisioldgico entre la sintesis y la degradacion
de los componentes de la matriz extracelular (MEC) (Sarema, Znaidaka, Macias,
& Rey, 2006). En presencia de dafio cronico las células de Kupffer y las CEH son
las principales células implicadas en la produccion de MEC bajo la influencia de
diversos factores de liberacion de citocinas y quimiocinas. Esta poblacién de
células se activa cuando se presenta la pérdida de retinoides y de la regulacion
de la sintesis de la matriz extracelular y colagena, causando la fibrosis. Ademas,

las CEH de regular la produccién de metaloproteasas (MMPS), la degradacion
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de matriz extracelular y el inhibidor tisular de la metaloproteinasa (TIMPS) (Lira

& garcia-compean, 2016).

d) Matriz extracelular

La MEC, situada en el espacio subendotelial de Disse, esta compuesta por una
compleja mezcla de proteinas: sistema colageno, sistema elastico,
proteoglicanos glicoproteinas multifuncionales que confieren las propiedades
estructurales de células y tejidos (Silvera-Arenas & Barrios, 2002). En
condiciones normales se trata de una matriz de baja densidad, que contiene
sustancias nutritivas, factores de crecimiento y permite la diferenciacion celular a
traves diferentes estimulos celulares. La MEC es inervada por las fibras nerviosas
vegetativas, cuyas terminaciones libres constituyen auténticas sinapsis a
distancia tanto de las propias células de la matriz como de las células
parenquimatosas mas proximas (Alvaro-Naranjo, Noguera-Salva, & Farifias-
Guerrero, 2009).

Lobulillo Hepatico

—

Arteria
Hepatica

Lumen sinusoidal

Célula de Kupffer

Hepatocitos

Triada | Vena

-1 Porta
Portal
Vena
Ducto Central
Biliar

Célula
Estrellada Célula
Endotelial Espacio de
fenestrada Disse

Figura 1.4. Las células hepaticas. observacion de los diferentes tipos de células que

forman el parénquima y la mesénquima hepética (Deldado-Coello & Mas-Oliva, 2017).
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Fisiologia del higado

a) Sistema hepatobiliar

El sistema hepatobiliar consiste en que el higado produce y segrega bilis hepatica
en los canaliculos que atraviesa una serie de conductos biliares de tamafo
creciente hasta los conductos hepaticos. El flujo desde los hepatocitos es de
direccion opuesta a la sangre arterial hepatica y la vena porta, es decir desde la
periferia hacia el centro. Mediante esta union la bilis hepética es recolectado por
el conducto colédoco para llevar hacia el duodeno o por el conducto cistico hacia
la vesicula biliar. Esta trayectoria es regulada por el esfinter de Oddi. La cantidad
de bilis producida por las células hepéaticas no es suficiente para emulsionar
adecuadamente a los lipidos del intestino delgado. La vesicula es encargada de
almacenar para distribuirla cuando es necesario. La vesicula biliar por si sola es
capaz de contraer para impulsar la salida de la bilis con la estimulacion de la

colecistocinina (CCK) (Preton, Wilson, & Palacios Martinez, 2013).

b) Metabolismo

El higado es encargado de metabolismo y procesar todos los nutrientes,
farmacos y hormonas que ingresan y/o almacenan en el organismo vivo. En
presencia de ayuno, es el principal 6rgano capaz catalizar moléculas de
glucogenos, lipidos y aminoacido transformandolas en glucosa para después
liberarlas en el torrente sanguineo para obtener energia. Sintetiza y almacena
lipidos, proteinas y carbohidratos para el funcionamiento del organismo.
(Ramirez Rico, 2013).

Sistema simpatico y parasimpatico del higado
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Sistema nervioso hepatico

La inervacion del higado es muy compleja aun falta por investigar para conocerla
bien. Sin embargo, el higado como el resto del cuerpo, tiene inervacion neural
tanto parasimpatica como simpatica (Abdel-Misih). Los nervios hepéaticos
provienen de los nervios esplacnicos y vagales los cuales rodean la vena porta,
la arteria hepatica y el conducto biliar (Mizuno & Ueno, 2016). El nervio vago esta
compuesto por fibras motoras y sensoriales, mientras que los nervios esplacnicos
constan de fibras viscerales eferentes y aferentes, asi como de fibras sensoriales.
Estos nerviosos transmiten diferentes tipos de informaciones desde el higado
hacia al cerebro a través de las neuronas aferentes. Por otra parte, el higado
recibe diversas sefiales, como el flujo sanguineo, la secrecién de bilis y el
metabolismo a través de las neuronas eferentes por lo que esta inervacion
hepética puede ser asociada a la fibrosis hepatica, la regeneracioén y el ritmo
circadiano (Jensen, Alpini, & Glaser, 2013).

La inervacion simpatica es postganglionar, originando en los ganglios celiacos y
mesentéricos superiores que reciben fibras preganglionares de la columna
intermediolateral de la médula espinal principalmente en T7-T12 (Yi, la Fleur,
Fliers, & Kalsbeek, 2010). Los nervios parasimpaticos son ramificacion
proveniente del nervio vago los cuales inervan directamente al higado siendo
fibras preganglionares que se originan en el nicleo motor dorsal del tronco
encefalico, o bien hacen sinapsis en los ganglios situados en el hilio hepatico y
en los espacios hiliares (Hoover & Barron, 1982; McCuskey, 2004).

A diferencia con otras especies, la inervacién hepatica de los roedores es rara
vez detectada por dentro de los I6bulos. Por lo que las fibras nerviosas de todo
tipo se concentran en el pediculo hepatico y en los campos periportales y algunas

se encuentran a lo largo de las venas hepéaticas (Neuhuber & Tiegs, 2004).
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Figura 1.5. Observacion de las fibras nerviosas simpéticas y parasimpaticas intrinsecas
a nivel hepético. Asi como las diferencias entre las ratas y los otros mamiferos. En todas
las especies de mamiferos, las fibras simpaticas y parasimpaticas rodean la zona porta
(Kendal, Alpini, & Glaser, 2013)

Dafos hepaticos

El dafio hepatico ha sido un tema muy importante tanto para el area de la
medicina como en el area de la investigacion biologica. Al ser uno drgano que
participa en diversas funciones del organismo, es muy propenso a afectar por
lesiones, agente patdgeno o sustancias toxicas (Litin, 2018).Tras de un dafio
hepatico, el higado somete a diferentes cambios morfofisiologicos dando
resultado a la produccién y acumulacién de fibras de colageno en el espacio de
Disse. La fibrosis es un factor clave para la evolucion de los dafios hepatica y el
riesgo de hepatocarcinoma celular (CHC) (Roehlen, Crouchet, & Baumert, 2020).
Las principales etiologias de las enfermedades hepaticas crénicas comprenden
el virus de la hepatitis B (VHB) y el virus de hepatitis C (VHC), la esteatohepatitis
alcoholica (EHA) y la esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA) caracterizado por
multiples factores de riesgo tales como el sobrepeso, la obesidad central, la

dislipidemia, la resistencia a la insulina y el Diabetes Mellitus tipo 2 (Castro & al,
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2015). Abarca diversos grados de dafio hepatico iniciando con la esteatosis a la
esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA) (Sigala & al, 2013); asi como las
enfermedades autoinmunes y genéticas (LLovet & al, 2016). La progresién de la
fibrosis es caracterizada por un cuadro de inflamacién cronica, la acumulacion
excesiva de colageno y de otras proteinas de matriz extracelular (MEC),
conducen a una distorsion de la arquitectura hepética normal afectando las

funciones hepaticas (Castro Narro G, 2016).

La retirada o eliminacion del agente causante es capaz de controlar la progresion
de la fibrosis. Por lo contrario, la fibrosis es capaz de desarrollar en cirrosis y
hepatocarcinoma celular (CHC) distorsionando la arquitectura del parénquima
hepético con la formacion de ndédulos regenerativos, lo que lleva a ciertas
complicaciones como la insuficiencia hepdatica, la hipertensién portal y la
encefalopatia hepatica (Aldaba-Muruato, Moreno, & al, 2013). Lo que causada
un desequilibrio a nivel sistémico manifestar con alteraciones en la funcién
sintética hepética con problemas en la coagulacién, manejo del nitrégeno y
sistemas de detoxificacion, asi como datos de hipertension portal con formacién
de ascitis y hemorragia por varices esofagicas, susceptibilidad aumentada a

infecciones (D’Amico, Morabito, D’Amico, & al, 2018).

La encefalopatia hepatica (HE), sindrome neuropsiquiatrico producido durante la
enfermedad hepatica crénica (ECH), es caracterizado por un incremento de
desecho de metabolismo principalmente el amonio al nivel cerebral (Ochoa-
Sanchez & Rose, 2018). En condiciones normales el higado es encargado de la
depuracion de desechos tales como amonio que se realiza mediante el ciclo de
la urea. En presencia de una disfuncién hepética grave este mecanismo se
disminuye causando a una hiperamonemia que produce cambios en la conducta
y afecta la capacidad neuroldgica y motora del individuo. Se sabe que el amonio
es producido a nivel intestinal por la accion de la glutaminasa sobre la
aminoacidcido glutamina que se transforma en glutamato y amonio (fig. 6)
(Granados, 2018). Y la acumulacién de liquido en el peritoneo por el
disfuncionamiento renal; son las principales manifestaciones del desequilibro

sistémica (Dominguez et al., 2009; Moreno, 2015).
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Figura 1.6. Se observa el proceso de incremento de amonio en la sangre por la activacion
de las células estelares y la produccion de fibras de colageno en la matriz extracelular
(Marquez-Aguirre, Galvez-Gastelum, Canales-Aguirreal, & Gomez-Pinedob, 2010).

El mecanismo de dafio hepatico

En presencia de una lesion hepatocelular estimulada por algun agente, las

células endoteliales sinusoidales del higado se desregulan presentando una
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desdiferenciacion hacia un fenotipo capilarizado. Este proceso esta acompafado
de la produccion y liberacion de factores que activan a las células vecinas
promoviendo la activacion de las células de Kuppfer y las CEH (Marrone, Shah,
& Gracia-Sancho, 2016). La cronicidad de la lesién conduce a la inflamacion y la
fibrosis del higado. Durante el proceso de fibrosis, las CEH juegan papel de
mediadores de moléculas de matriz, proteasas y varios inhibidores que participar
en la respuesta de cicatrizacion fibrosa del higado (Friedman S. , 2003). La
cicatrizacion resulta la acumulacion de proteinas de la matriz extracelular (MEC),
principalmente colagenos reticulados de tipo | y lll, que sustituyen al tejido normal
dafiado (Kisseleva & Brenner, 2021). Tanto las CEH como las células de Kuppfer,
durante su activacion, ellas son capaces de reclutar citocinas inflamatorias
derivadas de la médula 6sea y producir TGFB que estimula la sintesis excesiva

de fibras de colagenos que forma la cicatriz fibrosa (Bataller & Brenner, 2005).

Activacion de las células de Kuppfer.

Las células de Kupffer son macréfagos especificos del tejido hepatico. Los
estudios han demostrado que, al activarse durante el proceso de fibrosis
hepatica, produce citoquinas por la estimulacién paracrina. Luego activan las
CEH secretando a-SMA que promueven la sintesis de colageno y el proceso de
fibrosis hepatica (Zhang & Yuan, 2021). Las células de Kupffer en su activacion
liberan cantidades masivas de citocinas como IL-1, IL-6, IL-10, TNF-a, radicales

libres de oxigeno y aniones superéxido, IFN- a y y; y eicosanoides como PGD2,
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Figura 1.7. En esta ilustracion se observa la cinética
de la poblacién de células de Kupffer en el dafio
hepatico por CCl4. Este grafico muestra de forma
resumida los datos disponibles sobre el crecimiento
de la poblacion de células de Kupffer durante el
curso de la enfermedad hepatica inducida por CCl4
en ratas (Geerts, Schellinck, Bouwens, & Wisse,
1988; Claria & Titos, La célula de Kupffer, 2004).

PGE2 y leucotrienos que conducen a
la inflamacion y necrosis en el tejido
hepatico (Claria & Titos, La célula de
Kupffer, 2004). La activacion de las
células de Kuppfer puede ser de dos
tipos diferentes: M1 y M2. EI M1 con
CD86 y CD40 como marcadores de
superficie, y el tipo M2 con CD163
como principal marcador  de
superficie. Se han demostrado que
CD163 es una molécula
antiinflamatoria, que es inhibida por la
estimulacion proinflamatoria y se
encuentran en la regién del tejido
regenerativo después de una lesion
isquémica (Grgnbaek, Sandahl, & al,
2012)..

Activacion de las células estelares hepaticas

La liberacién de las citocinas por parte de las células de Kuppfer produce una

activacion paracrina de la CEH. Las CEH se proliferan, se contraen y depositan

una cantidad elevada de fibras de coldgeno y moléculas de matriz extracelular

en el parénquima hepético, contribuyendo a la rigidez del 6érgano y perturbando

todas las funciones celulares. la acumulacion de colageno en el espacio de Disse

puede contribuir a la pérdida de fenestraciones endoteliales, agravando la fibrosis

hepatica. Por lo tanto, un ciclo que se autoperpetia entre las CEH activadas

productoras de colageno y las células endoteliales sinusoidales capilarizadas se

estimulan mutuamente, contribuyendo a la fibrosis hepatica (Marrone, Shah, &

Gracia-Sancho, 2016).
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El proceso de fibrosis esta dado por un dafio crénico lo que provoca la produccién
de proteinas de MEC excede a la degradacion, posteriormente se desarrolla un
engrosamiento progresivo de los septos fibréticos y el entrecruzamiento de las
fibras de colageno. La MEC puede modular la activacion y la proliferacion de la
CEH, angiogénesis y la disponibilidad y actividad de los factores de crecimiento

y la metaloproteinasa (Torre-Delgadillo & Kershenobich, 2012) (Hynes, 2009).

El proceso de fibrosis hepética esta fuertemente asociada al estrés oxidativo, el
aumento de la produccion de TGF-B, la activacién de NF-kB, la inflamacion
cronica y la muerte de los hepatocitos. El TGF-3 es la citocina fibrogénica mas
potente que estimula la activacion de las células estrelladas hepaticas CEH, que
promueven la produccién de la MEC, ademas, el TGF-f3 inhibe la degradacion de
la MEC estimulando la produccién de inhibidores tisulares de metaloproteasas
(Aldaba-Muruato L. R., Moreno, Shibayama, Tsutsumi, & Muriel, 2012) como se

observa en la figura 1.8.

Células estrelladas La célula de Kupffer activada
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Célula Célula estrellada Célula Fibras de
endotelial quiescente de Kupffer colageno
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Hepatocitos Canaliculo biliar ¢ Hepatocito
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HIGADO NORMAL FIBROSIS HEPATICA ApOpRso

Figura 1.8. Se observa la comparacién de las células hepatica en estado normal. tras un

dafio se observar una activacion de las células, la cual lleva a la acumulacién de fibras

de colageno en el espacio de Disse.

28



Respuesta inmunitaria al dafio hepatica

Tras los dafios hepaticos, las células epiteliales muertas liberan mediadores
inflamatorios como el factor de necrosis tumoral (TNF), la IL-6, la IL-1B y las
especies reactivas de oxigeno (ROS) y patrones moleculares asociados al dafio
(DAMP) que provoca una respuesta inflamatoria (Heymann & Tacke, 2016;
Pellicoro & al, 2014). A su vez, se presenta estimulacién autocrina y paracrina de
diferentes células del higado liberando factores de crecimiento como el factor de
crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento
transformante B (TGFR) y el factor de crecimiento del tejido conectivo (CTGF) y
citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1 3, IL-12, IFN-y, IL-6) que activan las vias
de sefalizacion relacionada a la proliferacion celular, la migracion, la secrecién
de proteinas de la MEC y contractilidad que promueven la activacion de la CEH,
células mesenquimales precursoras en miofibroblastos fibrogénicos (Friedman S.
L., 2008; Higashi, Friedman, & Hoshida, 2017). Con el fin de limitar el dafio
celular, el sistema inmunolégico modula la respuesta proinflamatoria mediante
liberacion de citocinas antiinflamatorias como el antagonista del receptor de la IL-
1 [IL-1 ra], el TGF-B, las interleucinas 4, 6, 10, 11, 13 y 17, y los receptores
especificos parala IL-1, el TNF y la interleucina 18 (de Pablo Sanchez & al, 2005)
. La activacion las CEH conduce a la expresién de TGF-1 que aumenta la
secrecion de colagenos (tipos | y Ill) y de a-actina musculo liso (a-SMA) (Yang,
Yang, Zhang, & al, 2020; Wang, Tu, Liu, & al, 2019).

Sistema simpatico en presencia de dafio hepéatico

En estudios realizados, han descubierto que la netrina-1, una proteina de guia
neuronal derivado de los macréfagos que estimula la fibrosis. La sobreexpresiéon
de la netrina-1 impulsa la fibrosis asociada al nervio adrenérgico lo que produce
incrementa de la liberacion de noradrenalina (Barnault, Verzeroli, & al, 2022; Gao,
Peng, & al, 2021).
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Agentes hepatotoxicos

Tioacetamida (TAA)

La tioacetamida es un compuesto organoazufrado. Se conoce por ser uno de los

agentes fungicidas comunmente utilizado en el campo de la investigacion para

inducir modelos animales de fibrosis hepatica y cirrosis, ya que la exposicion

prolongada da lugar a fibrosis hepética y cirrosis histologicamente (Yuan, Hai-
Ping, Hong, Zhao-Xian, & Guang-Ji, 2013; Emam & al, 2018). Es metabolizado a

nivel hepatico por accion de las isoenzimas 2E1 pertenecientes a la super familia

del Citocromo P450 produciendo estrés oxidativo, peroxidacion lipidica y dafio al

DNA como se observa en la ilustracion 9 (Cinvestav, 2022). La induccion con

TAA aumenta las transaminasas hepaticas (alanina aminotransferasa [ALT] y

aspartato aminotransferasa [AST]), la fosfatasa alcalina (ALP) y la bilirrubina total

—
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Figura 1.9: El mecanismo de dafio causado por la célula hepatica durante el proceso de
fibrosis hepaticas.




Tratamiento actual

Tratamiento

Los farmacos para revertir la fibrosis que mejoren y recuperen la funcion hepatica,
muy pocos han sido aprobados (Fallowfield, Jimenez-Ramos, & Robertson,
2021). Han utilizado diferentes tipos de tratamientos con el fin de contrarestar las
complicaciones clinicas como ascitis, hemorragia digestiva, encefalopatias
hepaticas, la translocacion bacteriana, el sindrome hepatorrenal entre otros.
Algunos de ellos son los antiinflamatorios como los corticosteroides inhiben la
respuesta inmune y tienen accion antifibrogenica en paciente con hepatitis
cronica autoinmune o con hepatitis alcohdlica. Sin embargo, su utilidad en el resto
de hepatopatia no ha sido demostrada (Altamirano Gomez & al., 2012; Mathurin
& al., 2011). Otros son los moduladores de la activacion y/o proliferacion de las
células estelares como el uso de antioxidantes ha mostrado tener efecto benéfico

en retrasar la progresion de la FH (Sanya & al., 2010; Castro Narro G, 2016).

Las CEH tienen receptores adrenérgicos (RA) que median sus actividades
metabdlicas, proliferativas y regenerativas. La activacion de los RA inicia cambios
profibréticos en las CEH. Ademas, los antagonistas de los a-RA disminuyen la
presion portal reduciendo la resistencia intrahepéatica. Recientemente han
demostrado que el dafio hepatico se reduce en modelos de ratones mediante el
uso de prazosina, un antagonista del a1-RA, a través de una simpatectomia
quimica inducida por 6-hidroxidopamina (6- OHDA) (Sigala & al, 2013). La
doxazosina otro a-RA es un hipotensor utilizado para el tratamiento de la
hiperplasia prostatica benigna e hipertension arterial debido a la induccion de
apoptosis de las células epiteliales y del musculo liso de la préstata. Ademas,
cuando se inhibe la sobreexpresiéon de TGF-3, se reduce la fibrosis hepatica.
Ademas, cuando se inhibe la sobreexpresion del TGF-B, se reduce la fibrosis

hepatica, por lo que los inhibidores del TGF-B como posibles farmacos
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antifibroticos. Sin embargo, a nivel de regeneracion la doxazosina provoco ligeros
cambios morfoldgicos en los hepatocitos, como su balonizacion, sin afectar a la
funcion hepatica, (Mufoz-Ortega & al, 2016; Cervantes-Garcia & al, 2017) Al
igual que la doxazosina la Tamsulosina es un a1-RA se utiliza para el tratamiento
de la hiperplasia prostéatica benigna e hipertension arterial debido a la induccién
de apoptosis de las células epiteliales y del musculo liso de la prostata, pero no

hay estudio sobre el efecto antifibrético a nivel hepatico.

Tamsulosina

La tamsulosina es un antagonista selectivo de los adrenoceptores alfa-1A y 1B

aprobada por primera vez por la FDA el 15 de abril de 1997. Ejerce su mayor

efecto en la prostata y la vejiga, donde estos receptores son mas frecuentes. Se

utiliza para tratar los signos y sintomas de la hipertrofia prostatica benigna

(DrugBank, 2022; PubChem, 2022). Su efecto

consiste en inhibir los receptores adrenérgicos @DVGHE

alfa presentes en el musculo liso del cuello de la D’“‘“‘”H

vejiga y la préstata. Los receptores al son

generalmente postsinapticos, que presenten en

los musculos lisos vasculares y no vasculares.

Existen varios subtipos de receptores a1 que Figura 1.10. Observacion de la estructura
de la tamsulosina. (Kegg, 2022)

incluyen el a1A, el a1By el a1D. Los receptores

a1A se encuentren localizados predominantemente en los musculos lisos del

tracto genitourinario, son los principales reguladores del tono del masculo liso en

el cuello de la vejiga y la préstata. Los receptores a1B estan presentes en el

musculo liso vascular y regulan el tono vascular. El subtipo a1D media la

contraccion del musculo de la vejiga (Manjunatha, Pundarikaksha, & al., 2016;
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Rossi & Roumeguere, 2010). En estudios anteriores, se han revelado que la
tamsulosina esta altamente asociada a las proteinas plasmaticas por lo que su
eliminacion es principalmente por el metabolismo hepético (Matsushima, y otros,
1999). En tratamiento de hiperplasia prostatica benigna, se recomienda una dosis
de 0.4 a 0.8 mg en ayuno (Carretero-Colomer, 2006 ). La tamsulosina presenta
una cinética lineal tras la administracion de dosis Unicas y multiples. Las
concentraciones plasmaticas estdn asociadas a una considerable variabilidad
interindividual, en estado estacionario se alcanzan generalmente en un plazo de
4 a 7 dias. El metabolismo de la tamsulosina tiene lugar en el higado a través del
sistema enzimatico del citocromo P450 (CYP) (principalmente CYP3A4 vy
CYP2D6), y la mayor parte del farmaco en el plasma no se almacena (Dunn,
Matheson, & Faulds, 2002).
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Capitulo 2 :

JUSTIFICACION
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Justificacion

La fibrosis hepatica es la acumulacion de fibras de colageno en la matriz
extracelular causada por cualquier dafio a nivel del higado. Puede progresar
desde leve, moderado hasta severo y a su vez reversible o irreversible afectando
a nivel sistémico del organismo. Existe diversos factores causantes que dafia el
higado siendo el abuso del alcohol como el principal a nivel mundial. México se
encuentra dentro de los 10 paises con mayor mortalidad a nivel mundial. Revertir
la fibrosis, hasta fecha has sido un reto para los investigadores. EI mejor
tratamiento para la fibrosis hepatica avanzada es el trasplante hepético; sin
embargo, la escasez de donadores lo ha limitado. Por otro lado, existen farmacos
ayuda a la reversion, pero aun asi hay limitacién, sean porque estan en estudios
o por los efectos adversos; otros por la escasez o por el muy alto precio. La
presente investigacion pretende evaluar la tamsulosina en regresion del dafio

subcrénico hepética inducida con el tioacetaamida en un modelo de rata Wistar.
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Capitulo 3:

HIPOTESIS
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Hipotesis

El tratamiento con tamsulosina reducira el proceso del dafio hepatico en un

modelo de dafio subcrénico en ratas Wistar inducido con el tioacetamida.
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Capitulo 4

OBJETIVOS.
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Objetivos

General
Analizar si el tratamiento con tamsulosina reduce el proceso de dafio hepatico en
un modelo de dafio subcrénico en rata Wistar inducido con tioacetamida.

Particulares

e Establecer un modelo de dafio subcronico hepatico y las condiciones para
su posible recuperacion.

e Demostrar el efecto de la tamsulosina en la posible recuperacion de la
funcion y estructura histolégica hepatica tras el dafio subcrénico inducido
con tioacetamida.

e Evaluar el efecto de la tamsulosina sobre la actividad locomotor durante
el proceso de dafio subcrénico en rata Wistar inducido con tioacetamida.

e Evaluar marcadores moleculares relacionados con dafio hepético en el
modelo de dafio subcrénico en rata Wistar inducido con tioacetamida y

tratado con tamsulosina.
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Capitulo 5

MATERIALES Y METODOLOGIA
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Materiales y metodologia

Modelo experimental

Las pruebas experimentales fueron realizadas en 42 ratas Wistar macho de 6 a
8 semanas de edad, 100 a 250 g. todos 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). La dieta consistia en
Purina Chow y agua ad libitum durante todo el experimento. Los animales fueron
previamente desparasitados bisemanalmente durante una semana con una
supension que contiene fenbendazol de 500 mg, toltrazuril de 150 mg y

prazicuantel de 50 mg.

Las 42 ratas fueron distribuidas en 7 grupos (n= 6) de los cuales: un grupo intacto,
un grupo inducido de dafio hepatico con TAA durante 5 semanas a una dosis
creciente de 200 a 300 mg/kg de peso. Tres grupos inducidos de dafio fueron
tratados durante 2 semanas, dos con a tamsulosina a dosis de 11 pg/kg de peso
de acuerdo con la dosis aplicado en humano y a una dosis de 93 pg/kg de peso
de acuerdo con el factor de equivalencia de humana a rata y el otro con agua de
garrafén. Finalmente, para evaluar el dafio por el tratamiento, los dos grupos
restantes fueron tratados con tamsulosina a 11 y 93 pg/kg de pesos. Durante la
induccién y el tratamiento, las ratas fueron evaluados mediante el registro del
peso semanalmente, el registro de la actividad fisica diaria usando una rueda de
actividad y el control de la hipersensibilidad cada 15 dias. Previamente de la

induccién se evalu6 la actividad basal.
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Figura 6: Distribucion de los 7 grupos experimentales que fueron inducidos y tratados.

Sacrificio de los animales

Al terminal el periodo de cada tratamiento como se observa en la ilustracion
anterior, las ratas fueron anestesiadas con pentobalbital 0.66ml/kg de
concentracion 0.63mg/ml y sacrificadas extrayendo tejido hepatico y suero
sanguineo. Mediante suero sanguineo se evalla diferentes marcadores de
dafio hepéatico como albumina, aspartato aminotransferasa (AST), alanina
aminotransferasa (ALT), bilirrubina, fosfatasa alcalina, amonio, y glucosa. Por
otro lado, los tejidos hepaticos fueron divididos en dos partes. Una parte fue
fijada en formalina a 10% y guardado a temperatura ambiente para el analisis
histolégico usando la tincibn hematoxilina & eosina y Rojo Sirio; y la
inmunohistoquimica usando el marcador NF-kB. La otra parte fue fijada en
RNA later para la evaluacién de marcador moleculares proinflamatoria (NF-
kB, IL-1 y IL-17), Antiinflamatoria (IL-10 y TGF-B), profibrogénico (TGF-(),
tumorales (AFP y EGF) y el Factor de Crecimiento epidérmico (EGF).
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Andlisis de marcadores de dafio hepatico

Las muestras de sangre recolectada fueron centrifugadas a 6000 rp/min
durante 5 minutos. Se separo el suero de los globulos rojos, posterior a eso
se analiz6 los marcadores bioquimicos albumina, aspartato aminotransferasa
(AST), alanina aminotransferasa (ALT), bilirrubina, fosfatasa alcalina, amonio,

y glucosa; mediante quimica humeda.

Andlisis histologicos

Una vez extraido las muestras de tejido hepatico, se llevé cada muestra a
formalina neutro a 10% para la fijacion. Tras la fijacion, los tejidos fueron
procesadas en parafina en cual consiste en la deshidratacion y la inclusion
del tejido utilizando el equipo de Histoquinet Thermo Scientific Microm modelo
STP durante 12 hora. Posteriormente se incluyeron en bloque de parafina
(Thermo Scientific Microm EC150-1 y EC150-2). Después se realiz6 cortes de
5 um de espesor en microtomo (Leica RM 2125RT). finamente las tinciones

de rojo siro, hematoxilina-eosina (HE) y la inmunohistoquimica (NF-kB).

Tincion Hematoxilina-Eosina (HE)
Para la tincion de HE, se realizé una metodologia modificada de la cual los
cortes de tejidos fueron hidratados con xilol, alcohol a 100, 96 y 70 % y con
agua destilada. Posteriormente se tifieron con hematoxilina, se dejaron en
PBS para después tefir con la solucion eosina. Una vez tefiidos se
deshidrataron los cortes con alcohol de menor a mayor y con xilol al 100%.
Finalmente se realizaron el montaje en entellan para la observacién en

microscopio.
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Tincion rojo sirio
Para identificar la presencia de fibras de coldgenos tipo | y lll, una serie de
cortes de tejidos fueron hidratados (con xilol al 100%, alcohol de mayor a
menor grado y agua destilada) y tefiidos hematoxilina de Weigert, durante 8
minutos, posteriormente se incubd en la tincion de rojo sirio picrico por una
hora. Finalmente, los cortes fueron deshidratados y montados en entellan

para la observacion con luz polarizada.

Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica fue realizada de acuerdo con la metodologia de
Ventura-Juarez y cols, (2002), con el fin de identificar presencia de
inflamacion. el anticuerpo primario fue el anti-NF-kB de 1:100 de dilucion. Se
dejo incubar durante 24 horas a 4 °C en camara humedad para después
agregar se anticuerpo secundario Anti-Raton (HRP) diluido en 1:4 PBS mas
0.5 % de suero bobino fetal. Se revelo con 3,3’diminobencidina diluida en
1:10 en buffer de sustrato de peroxidasa 1x. los cortes fueron hidratados,
tefidos en hematoxilina, deshidratado y montados en entellan para la

posterior observacion en microscopios.

Analisis de marcadores moleculares

Extraccion y cuantificacion de ARN
Las muestras de tejidos hepaticos fueron guardadas a -80°C en RNA
later. Se extrajo el ARN usando el kit Direct-zol Miniprep del fabricante
Zymo Research. Siguiendo el protocolo del fabricante. Los tejidos fueron
homogenizados con trizol y mezclado con etanol absoluto. EI ARN fue
separado de los otros componentes de la células y lavado hasta que se

obtuvo. Posterior a la extraccion, se cuantific6 el contenido de ARN
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presente usando el equipo Nanodrop-200 (Thermo Scientic) y almancena
a -80°C en ultracongelador (Thermo-Scientific forma 88000 SERIS).

Retotranscripcion de ARN
El ARN extraido fue retrotranscrita en cDNA usando el kit GoScript Reverse de
Promega siguiendo la metodologia del fabricante. Se preparo una mezcla de
ARN, Oligo dt y agua libre de nucleasas. La mezcla fue colocada en el
termociclador (Swift™ Minipro) a 65 °C durante 5 minutos. Posteriormente la
disolucién fue mezclada nuevamente agregando 5X Reaction Buffer, RiboLock
Rnase inhibitor (20U/ul), 10 mM dNTP Mix y RevertAid H Minus M-MuLV
Transcriptase. Se llevé al termociclador (Swift™ Minipro) a 65 °C durante una

hora aproximadamente.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (QPCR)
El cDNA de las muestras fue sometido a gPCR que consiste en la medicion de la
expresion relativa de los factores de transcripcion IL-1, 10 y 17, NF-kB, TGF-j,
EGF y AFP. Utilizando el termociclador Applied Biosystems StepOne Real-time
PCR System y siguiendo el protocolo, se realizé en placa de qPCR (Applied
Biosystems Microamp -N8010560), gPCR SybGreen (PCR Master Thermo-
Scientic) y los diferentes oligonucleétidos, las muestras fueron diluidas 1:20 en
agua libre de nucleasas y se tom6 un 1ul para para mezclarlo con master Mix,
oligonucledtido Forward y Reverse 50ng/ul de cada gen utilizado y el agua libre
de nucleasas. Se cuantifico la expresion relativa con el método AACt utilizando

la actina como gen constitutivo para la normalizacion.

Medicion de la actividad locomotora
La actividad locomotora de las ratas fue evaluada con el equipo Rueda de
actividad para experimentaciéon con animales 1800/50 de marca Ugo Basile. Se
evaluo el porcentaje de recambio de la distancia recorrida diario con respecto a
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basal. Este experimento tuvo la finalidad de evaluar la actividad fisica afectada

por el aumento de la concentracion de amonio causada por la encefalopatia.

Medicion de la hipersensibilidad (test respuesta al dolor)
Se midi6 la hipersensibilidad por la induccion de TAA y los tratamientos
usando el algesimetro electrénico Randall-Selitto (IITC 2500 Digital Paw
Pressure Meter, IITC Life Science, Woodland Hills, CA). En cada animal, se
aplicoé una fuerza mecanica creciente en g de presién en la que la punta del
dispositivo se aplicaba sobre la porcion medial de la superficie plantar/dorsal
de la pata derecha hasta que se producia una respuesta de retirar la pata. La
fuerza maxima aplicada se limitd6 a 250 g para evitar dafios en la piel. El
experimento se realizd en dos repeticiones durante 4 periodos al inicio de la

induccion, a 2.5 semanas, a 5 semanas y a 7 semanas.

Andlisis estadistico
Los datos fueron analizados estadisticamente mediante t student, ANOVA de una
via y ANOVA de dos vias y la prueba de Tukey de acuerdo con el analisis y se
tomo referencia de una n=6 animales por grupos usando el programa de Prism
GraphPad version 7. La prueba de normalidad fue D’agostin-pearson y los datos
fueron expresados en términos de media y se tomé una p<0.005 como grado de

significancia.
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Capitulo 6

RESULTADOS
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EVALUACION DEL DANO CAUSA POR LA TAA

Tras la induccion con la TAA durante las 5 semanas, Se evalué diferentes
parametros desde la observacion, el suero y el tejido extraido. Se comparo
los parametros con el animal intacto, es decir el grupo de animal que no

fue sometido a ningan tratamiento

Evaluacion del peso
Se realizo el registro de peso al inicio, es decir ante de inicial la induccién y al
final de las 5 semanas de la induccion. Se compard para ver si hubo alguna
variacion de peso. En la gréfica 1, se observé que no hubo ninguna variacion
comparando el peso del grupo intacto con el grupo que se meti6 al dafio con la
TAA. Sin embargo, tras las 5 semanas se observo el peso del grupo inducida con
TAA tiende a decrementar. La significancia estadistica fue realizada media t
student y la prueba no paramétrica de Kolmogorov-Smirnov (*P<0,05, **P=0,01,
***P=0,001, ****P<0,0001) y (n=6 para cada grupo).

Variacién de peso
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Gréfica 6.1.1 Observacion de la variacion del peso en el grupos intacto y dafiado por
induccion con TAA al inicio y al final de las 5 semana. Las barras oscuras representan

los pesos iniciales, los cuadritos grises presentan los pesos finales de los dos grupos.
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Descripcion macroscoépica y la variacion de peso del higado del grupo
dafado contra el grupo intacto.
Se observé cambio muy marcado en el higado dafiado comparando con el
intacto. Se pudo observar un ligero aumento de tamafio, presencia de nédulo
regenerativo y cambio de coloracion a rojo fuerte comparando con el intacto con
una arquitectura lisa, sin presencia de nodulo y una coloracion marrén color
propia del higado (Figure 6.1.2).

Danado

Figure 6.1.2: La vista macroscépica del higado dafiado y el higado intacto. Se observé
presencia de nédulo de regeneracion, cambio de coloracién y un aumento de peso en

los higados dafiado por la TAA.

Evaluacion del peso de los higados
Se evaluo los pesos de los grupos. Comparando el grupo intacto con el dafio, se
observo una tendencia al aumento en los higados al ser inducidos con la TAA.
sin embargo, no hubo cambios significativos estadisticamente al realizar la
prueba de t student (Grafica 6.1.3)
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Grafica 6.1.3: El promedio de los pesos de higado dafiado e intacto grupos. se observé
que el higado de los grupos dafados tiende a incrementar. Sin embargo, no hubo
cambio significativo mediante la t student y la prueba no paramétrica de Kolmogorov-
Smirnov (n=26 para cada grupo).

Descripcion microscopica de la arquitectura hepatica en el grupo dafiado
e intacto.

Se evaluo el dafio hepatico en diferentes tinciones. En la primera fila, la tincion

de hematoxilina-Eosina permite determinar la presencia de las fibras de colageno

en el parénquima hepatica. La ilustracion de primera fila y columna indica el grupo

intacto el cual se refiere a un animal experimental sano. La ilustracion de la

primera fila y segunda columna hace referencia al grupo dafiado al fue inducida

con tioacetamida durante 5 semanas (figura 6.1.3).
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Figura 6.1.3: Evaluacion del dafio hepatica mediante andlisis microscopico usando la
tincion H/E la primera fila. La tincibn Rojo Sirio la segunda fila y en la ultima
la inmunohistoquimica con el anticuerpo NF-kB. Se compard la segunda

columna representado por el grupo dafiado con la primera columna el intacto.

Cuantificacion de las células activadas.
Se cuantificd las células activadas por campo. Se observdé que hubo mayor
activacion por la induccion del dafio hepaticos con la TAA comparando con el
grupo intacto. La significancia estadistica fue realizada media t student mediante
la prueba no paramétrica de Kolmogorov-Smirnov a una ****P<0,0001) (grafica
6.1.5).
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Gréfica 6.1.5.: se observo la induccién con la TAA en los grupos genera activacion de la
citocina NF-kB con una significancia estadistica con una ***P<0,0001) mediante el
realizada media t student con la prueba no paramétrica de Kolmogorov-Smirnov a una
(grafica 6.1.5).

Evaluacion de las fibras de colagenos por Densitometria
Se midieron las bandas de la presencia de fibras tipo | y Il mediante una fotografia
panoramica. Se observd mayormente la presencia de los dos tipos de fibras
colagena al grupo inducido al dafio hepatico comparando con grupo intacto. La
significancia estadistica fue realizada media t student mediante la prueba no
paramétrica de Kolmogorov-Smirnov a una ***P=0,001, ***P<0,0001) (Figura
6.1.6.ay grafica 6.1.6.b).
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Intacto

Dafiado

Figura 6.1. 6.a. Observacion de la fotografia panoramica de diferentes campos. en el

dafiado se pudo apreciar presencia de fibras de colageno tipo 1 en la arquitectura del

higado comparando con el grupo intacto.
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Gréfica 6.1.6b. Se observo que hubo diferencias significativas en el porcentaje de las

fibras tanto tipo | como tipo Il en el grupo inducido con la TAA. El andlisis estadistico fue

realizado mediante el prueba de t student la prueba no paramétrica de Kolmogorov-

Smirnov con una n 2 6 y una **P=0,01,***P<0,001.
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Evaluacion de dafo hepatica mediante el perfil hepatica y la medicion de
glucosa.

Se realizo el analisis del dafio hepatico mediante el perfil hepatica en el cual se

midio el amonio, el nitrdgeno ureico en la sangre, la fosfatasa Alcalina, la

albumina, aspartato aminotransferasa, la bilirrubina y la alanina aminotransferasa

y la glucosa en sueros extraido de los animales.
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Gréfica 6.1.7. Evaluacion de diferentes parametros de dafios en la grafica a se observo
un incremento significativo de amonio en el grupo inducido de dafio hepatico. En las

graficas a, b, c, e, f, g, en las cuales se analizaron el amonio, el nitrégeno ureico en la
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sangre, la fosfatasa Alcalina, la albumina, aspartato aminotransferasa, la bilirrubina y la
alanina aminotransferasa asi sucesivamente. Se observé que incrementos significativos
por los dafios causados por la TAA. Por otro lado, en las graficas d y h, en las cuales se
evalud la albumina y la glucosa. Se observo un descenso por el dafio hepético. La
significancia estadistica fue realizada media t student y la prueba no paramétrica de
Kolmogorov-Smirnov (*P<0,05, **P=0,01, ***P=0,001, ****P<0,0001) y (n=6 para cada
grupo).

Evaluacion de marcadores moleculares

Se evaluo diferentes marcadores moleculares para corroborar el dafio por la
tamsulosina. Los marcadores evaluados fueron los proinflamatorios (IL-1, IL-17 y
NF-kB), antiinflamatorios (IL-10, TGF-B), profibrogénico (TGF-B, colageno tipo I),
de proliferacion (EGF) y marcadores tumorales (AFP). Se observé alteraciones

en todos los marcadores en el grupo dafiado por la induccion con la TAA.
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Figura 6.1.8. observacion de las expresiones de marcadores moleculares. Se pudo ver
que las citocinas proinflamatorias representadas por las graficas a y b mostré una
tendencia de incremento comparando con el control. A diferencia del NF-kB, la IL-1
presento diferencias significativas es decir una mayor expresion. Por otro lado, la IL-17
representado por la grafica f, citocina proinflamatoria que expresa mayormente en
eventos cronicos, mostré una tendencia de reduccion en el grupo inducido de dafio por
la TAA. Las citocinas antiinflamtorias IL-10 el mas potente y el TGF- 8 menos potente,

es conocido como citocina profibrogénica. Las dos mostraron incremento significativo en
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el grupo dafiado comparando con el grupo intacto. La proteina fibrilar colagena tipo |
representa por la gréfica e incrementé significativo por la induccién con la TAA. El factor
de crecimiento epidérmico, la grafica g, mostro tendencia de incremento, pero no hubo
significancia estadistica. Por ultimo, la alfafetoproteina representada por la gréafica f, es
el marcador tumoral que se expresa en el proceso de proliferacién tumoral de dafio
hepatico, mostré elevacion significativa en el grupo de dafio comparando con el intacto.
Cabe mencionar que hubo alteraciones en mayoria de los marcadores moleculares

analizados.

Evaluacion del dafio sobre la actividad locomotora por la TAA
Se evalué la actividad fisica por grupo de animales mediante la distancia recorrida
y la medicién del porcentaje de cambio respectando a la actividad basal. La linea
roja representa el grupo de animal sano, es decir, el grupo que no fue sometido
a ninguna dafo ni tratamiento. La linea morada, es grupo de rata que fue
sometido al dafio hepatica con la TAA durante las 5 semanas a una dosis
creciente bisemanal. Se pudo apreciar que el porcentaje de cambio de la
actividad respecto la basal se desciende significativamente desde el segundo dia

del periodo de la induccién de dafio con la TAA (grafica 6.1.9.).
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Grafica 6.1.9. Evaluacion de la activad locomotora por el dafio hepatico. Se pudo
observar que, durante el periodo basal, la actividad de los dos grupos tiende a
incrementar. Sin embargo, dia después de la aplicacion de la primera dosis de TAA hasta

el final de la induccién, la actividad decrement6 con significancia estadistica.

Evaluacion de la hipersensibilidad por lainduccion el dafio hepatico.
La evaluacion de la hipersensibilidad consiste en la medicion del umbral al dolor
del grupo inducido de dafio hepéatico respecto al grupo intacto. Se pudo apreciar
que los animales que fueron sometidos a la induccion de dafios (la linea roja)
mostro a las 2.5 y 5 semanas, menor umbral al dolor es decir mayor sensibilidad

comparando con el grupo intacto (linea azul) (grafica 6.1.10).
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Evaluacion del Umbral al dolor
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Gréfica 6.1.10. Evaluacion del umbral al dolor. Se observé que la induccion del dafio
hepatico (linea roja) produce una disminucion significativa del umbral comparando con
el grupo intacto (linea azul). la medicion fue realizada antes de la induccién, a la semana
25y5.

EVALUACION DEL EFECTO DE LA TAMSULOSINA SOBRE LA REGRESION DEL
DANO HEPATICO.

Se evalulo el efecto de la tamsulosina sobre la regresion del dafio hepatico tras
la induccién con la TAA. Se compararon diferentes parametros con la regresion
endogena es decir los animales que fueron administrados el agua durante las dos
semanas de tratamiento con la tamsulosina. La evaluacion arrojo los siguientes

resultados:
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Evaluacion del peso

Se evalud el efecto del tratamiento sobre la recuperacion de peso en el grupo
tratado con la tamsulosina y compararlo con el grupo intacto y el vehiculo. Para
la evaluacion los pesos fueron registrados en tres periodos: antes de la induccion
con la TAA (barra blanca y negra), después de la induccién con la TAA o antes
del inicio de los tratamientos (barras grises y blancas) y al final de los tratamientos
(barras grises). La grafica gris no mostro ningtn cambio significativo comparando
con los diferentes grupos tratado. Por otro lado, después de las 5 semanas de
induccion con la TAA, se aprecié alteracion significativa en los tres grupos
inducidos. Tras la administracion diaria durante 2 semanas de los tratamientos
tamsulosina 11 y 93 ug/kg y el vehiculo. Se observd una recuperacion de peso
en los 3 grupos tratados comparando con el grupo intacto, siendo el grupo
vehiculos con mayor aumento significativo. La significancia estadistica fue
realizada media mediante ANOVA de dos vias y la prueba de Kolmogorov-
Smirnov (*P<0,05, **P=0,01, ***P=0,001, ****P<0,0001) y (n=6 para cada grupo).
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Gréfica 6.2.1. Variacion de los grupos de animales experimentales durante 3 periodo
del experimento: a) al inicio de la induccién con TAA; b) al finalizar las 5 semanas de la

induccién con la TAA o antes de iniciar los tratamientos con las dos dosis de Tamsulosina
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y el vehiculo; c) al terminar las 2 semanas de tratamiento. Se pudo observar que en la
gréfica a no hubo ningn cambio. Los pesos se mantienen en el mismo rango. Por otro
lado, en la grafica b, los animales que fueron inducidos con la TAA mostro un decremento
de peso significativo. Tras la suspension de la exposicion de la TAA y la aplicacion de
los tratamientos Tamsulosina 11 pg/kg, Tamsulosina 93 pg/kg y el vehiculo de 0.5 ml de
agua muestran una tendencia creciente comparando con el grupo intacto después las
dos semanas. El grupo de la tamsulosina de 0.011mg/kg presentd menor repuesta. La
significancia estadistica fue realizada mediante ANOVA de dos vias y la prueba de
Tuckey en comparacion multiple (*P<0,05, **P=0,01, **P=0,001, ****P<0,0001) y (n=6
para cada grupo).

Observacién macroscopica y el peso del higado tras las 2 semanas de

tratamiento.

Los higados de cada grupo fueron extraidos, observados, pesados. La figura a
representa el higado intacto con una coloracion marrdn color propia del higado y
una arquitectura lisa. Los grupos que fueron tratados se pudo apreciar que en la
figura b tratado con el agua el decir el vehiculo presencia de nédulo regenerativo
y cambio de coloracién a mas oscuro comparando con el grupo intacto. Por otro
lado, los grupos tratados tanto a dosis de 11 y 93 pg/kg de peso mostré cierta
recuperacion caracterizada por la coloracion y la reduccion de nodulo
regenerativo en la arquitectura del higado en comparacion con el intacto y el
vehiculo. Siendo la dosis de 93 ug/kg de pesos que mostro una mejor arquitectura
comparando con el grupo intacto (Figure 6.2.1). En la evaluacion de peso se
observd una tendencia al aumento comparando con el grupo intacto y los dos
grupos tratados con la tamsulosina. Sin embargo, no hubo cambios significativo
estadistica al realizar la ANOVA de dos vias y la prueba de Tuckey en

comparacion multiple (Grafica 6.2.2).
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b) Tx vehiculo c) Tx tamsu 11 pg/kg d) Tx tamsu 93 pg/kg

a) Intacto

Figura 6.2.1. Observacion macroscopica de los higados extraidos por grupos. En la
figura b, son los animales que fueron tratados con agua durante las mismas semanas
gue los dos grupos tratados con la Tamsu. Se pudo observar en la figura b, la presencia
de nédulo de regeneracién, cambio de coloracién comparando con la figura del intacto.
En las figuras c y d, que fueron tratados con Tamsu 11 y 93, mostré reduccion de los
nodulos regenerativo en la arquitectura y una tendencia en la recuperacién de la
coloracién del higado. Siendo los tratados con la tamsulosina a la dosis de 93 pg/kg el

grupo que mostrdé mejor recuperacion.

Peso del higado por grupo

ar

Gréfica 6.2.2. Evaluacion del peso por grupo. Se observo una tendencia al incrementar
al grupo que tratado con la dosis de 0.5 ml de agua durante las mismas semanas que

los grupos tratados con la tamsulosina. Los tratados con la tamsulosina tuvieron un
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promedio de peso similar al grupo intacto. En ninguno de los grupos hubo cambios
estadisticos significativos al realizar la ANOVA de dos vias y la prueba de Tuckey en

comparacion maltiple.

Evaluacion microscoépica de la arquitectura hepatica de las ratas tratadas.
Se evalud la recuperacion del dafio hepatico mediante la tincion H/E (fila 1), la
tincion Rojo Sirio (fila 2) y la inmunohistoquimica (NF-kB) (fila 3) tras las 2
semanas de tratamiento con las dos dosis de la tamsulosina y el vehiculo. La
tincion H/E permitié determinar la presencia de las fibras de colageno en el
parénquima hepatica. La figura la indica la arquitectura hepética del grupo
intacto refiriendo a un animal experimental sano, no se observé presencia de
fibras de colageno. Por otro lado, en la figura 1b, es el vehiculo, el grupo que fue
tratado el agua durante las 2 semanas el mismo tiempo que la aplicacion de las
dos dosis de la tamsulosina, se observé una gran cantidad de fibras de colageno
en la arquitectura del higado. Comparando los tratamientos (figura 1c y 1d) de
tamsulosina con la aplicacién del vehiculo y vehiculo, se observé una reduccién
de fibras de colageno en la arquitectura hepatica. La arquitectura de los higados
tratado con la tamsulosina tiende a parecer con el grupo intacto. Las figuras 2a,
2b, 2c y 2d hacen referencia a la tinciobn de Rojo Siro en la cual se evalud los
tipos de fibras de colageno (rojo tipo | 'y verde tipo Ill) presente en la arquitectura
hepatica. En figura 2a, representada por el grupo intacto no se observé presencia
de fibras de colageno. En la figura 2 b, el vehiculo, se observé un incremento de
fibras tanto tipo | como tipo Ill. En figura 2c y 2d, correspondiente al tratamiento
con las 2 dosis de la tamsulosina (11 pg/kg y 93ug/kg), los dos tipos de fibras de
colagenos fueron reducidos. Las figuras 3a, 3b, 3c y 3d corresponden la IHQ (NF-
kB) el cual consiste en evaluar la inflacién por diferentes procesos como el estrés
oxidativo, dafio celular entre otros. En este andlisis el intacto no presentd
activacion. Sin embargo, tanto los tratados con la tamsulosina (3c y 3d) como con
el 0.5 ml de agua (3b) mostré activaciones. Se cuantifico las células activadas
por diferentes campos a los 4 grupos experimentales se observé una mayor

activacion el grupo que fue tratado con el agua y una reduccién en los grupos

63



tratados con la tamsulosina a 11 pg/kg y 93 pg/kg (grafica 6.2.4). en la figura O.
todo lo explicado anteriormente y las imagenes fueron tomado a un aumento de
10x.
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Figura 6.2.2. evaluacion microscopica de la arquitectura hebética mediante diferentes tinciones. En las figuras 12,
1b, 1cy 1d se evalud la disminucidn de las fibras de colagenos tras las dos semanas de tratamiento. Se pudo observar
que la tamsulosina tanto a 11 como 93 ug/kg figura 1c y 1d sucesivamente, es capaz de reducir las fibras de coldgeno
en los animales dafiados. La administracion de agua durante las dos semanas mostré presencia de fibras. En la fila
2 en la cual se evalud la presencia del tipo de fibras. La figura 2b mostré el mismo comportamiento, incremento de
fibras tipo | y tipo Ill. Por otro lado, en los tratados con la tamsulosina (2c y 2d) las fibras se redujeron (grafica 6.2.5).
Las figuras 32, 3b, 3c y 3d representan la inmunohistoquimica usando el marcador NF-KB para evaluar la posible
recuperacion del proceso inflamatoria por la tamsulosina. Las flechas rojas indican la presencia de la activacion del
marcador. Se observd que la administracion de la tamsulosina redujo significativamente el proceso inflamatorio.
También se observé que la dosis de 11ug/kg mostro una menor activaciéon es decir mejor resultado comparado con
el grupo intacto y el grupo tratado con el vehiculo. Las imagenes fueron tomadas a un aumento de 10x y se realizé
la cuantificacion de las células activadas por campo observados de cada grupo (grafica 6.2.5). La significancia
estadistica fue realizada media ANOVA de dos vias y la prueba de Tuckey en comparacion multiple (*P<0,05,
**p=0,01, **P=0,001, ****P<0,0001) y (=6 para cada grupo).
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Grafica 6.2.3. cuantificacion de las células activadas por campo. Se pudo observar que
hubo mayor activacion de las células en el grupo tratado con el vehiculo. Los grupos que
fueron tratados con la tamsulosina redujeron significativamente comparando con el
grupo vehiculo. En el caso del grupo tratado con la tamsulosina a 11 pg/kg no hubo
cambio significativo comparando con el intacto. La significancia estadistica fue realizada
media ANOVA de dos vias y la prueba de Tuckey en comparacién multiple (*P<0,05,
*»*p=0,01, **P=0,001, ***P<0,0001) y (n=6 para cada grupo).
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Cuantificacion de las fibras de colagenos por densitometria en los grupos
tratados

Las imagenes fueron tomada a un aumento de 10x usando la luz polarizada. Los
campos de cada animal fueron procesados en el programa de fija para obtener
una fotografia panoramica. las estructuras rojas y verdes indican la presencia de
las fibras de coldgeno presente en la arquitectura hepética. Se pudo observar
que hubo mayor presencia de fibras en el grupo vehiculo tratado con agua. En
los grupos tratados con la tamsulosina hubo una reduccion significativa

comparando con el grupo intacto y el vehiculo.

b) Tx. Vehiculo c) Tx. Tamsu 11 pg/kg d) Tx. Tamsu 93 pg/kg

a) Intacto

Figura 6.2.3. Fotografia panoramica de las muestras procesadas con tincién rojo Sirio y tomada en microscopio
con luz polarizada y analizada en fiji. Tal como se mencioné anteriormente, las estructuras rojas indican las

fibras de colageno tipo | y las verdes las fibras tipo Ill presente en la arquitectura del higado. Se observo que el
grupo de tratamiento con el vehiculo presenté mayor cantidad de fibras. En los tratamientos con la tamsulosina

hubo una reduccién de fibras.
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Cuantificacion de las fibras por densitometria
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Grafica 6.2.4. cuantificacion de las fibras por densitometria. La grafica a representa
la presencia de las fibras de colageno tipo | y la gréfica b, la presencia de fibras de
colageno tipo lll. Las dos graficas tuvieron el mismo comportamiento. El grupo
vehiculo mostré aumento de las fibras tipo | y tipo Il mientras que los tratados con
la tamsulosina redujeron la cantidad de las fibras tanto tipo | como tipo lll. La dosis
de 93 pg/kg tuvo mayor reduccién en el grupo tratado con la tamsulosina de 93
pg/kg. La significancia estadistica fue realizada media ANOVA de dos vias y la
prueba de Tuckey en comparacion mdultiple (*P<0,05, *P=0,01, ***P=0,001,
****P<(0,0001) y (n=6 para cada grupo).
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Se evalud la recuperacion de dafio hepatica tras las dos semanas de tratamiento
mediante el perfil hepatica en el cual se medio el nitrdgeno ureico en la sangre,
la fosfatasa Alcalina, la albumina, aspartato aminotransferasa, la bilirrubina y la

alanina aminotransferasa en sueros extraido de los animales experimentales.

b) Fosfatasa Alcalina.
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Gréfica 6.2.5. evaluacion de los marcadores de dafio hepatico mediante el perfil hepatico en suero. En la grafica a
se evalud el nitrégeno ureico. Se observé incremento significativo en el grupo tratado el vehiculo y los grupos
tratados con las dos dosis de la tamsulosina mostr6 reduccion significativa lo que indica que la tamsulosina es capaz
de reducir la hiperamonemia. La grafica b indica la evaluacion de la fosfatasa alcalina, se observé un incremento
significativo comparando con la dos dosis de la tamsulosina. En la gréafica c, se observo que la administracion de la
tamsulosina produce hipoalbuminemia. El vehiculo mostré6 mejor repuesta comparando con el grupo intacto. En la
gréfica d, se evalué el aspartato aminotransferasa, se observé un incremento significativo en el grupo tratado con la
tamsulosina. Y los dos grupos tratados con la tamsulosina mostraron tendencia al decremento significativo
comparado con el grupo intacto. En la grafica e, se observo que la bilirrubina se aumento en el grupo tratado con el
vehiculo y los tratamientos con la tamsulosina mostro reduccion significativo comparando con el grupo intacto.
Finalmente, en la gréfica f, se evalué la alanina aminotransferasa. Se observé incremento en el grupo tratado con el
vehiculo y una reduccion significativa en los tratados con la tamsulosina. La significancia estadistica fue realizada
media ANOVA de dos vias y la prueba de Tuckey en comparacion multiple (*P<0,05, **P=0,01, ***P=0,001,

****+pP<0,0001) y (n=6 para cada grupo).
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Evaluacion de la glucosa
Se evalud la glucosa en sueros extraido de los animales al final de cada
tratamiento. Se observd que la tamsulosina a 93 pg/kg y la aplicacion del
vehiculo normaliz6 la glucosa en la sangre. Es decir estos dos tratamiento son
capaz de recuperar el dafio de los hepatocitos tras el dafio hepatico ( grafica
6.2.7).

g) Glucosa

Grafica 6.2.6. Evaluacion de la recuperacion de la glucosa en sangre tras las dos semanas
de tratamiento. Se observé que la tamsulosina a 93 pg/kg y la aplicacién del vehiculo
normalizaron la glucosa en la sangre. Es decir, estos dos tratamientos son capaz de
recuperar el dafio de los hepatocitos tras el dafio hepatico. La significancia estadistica fue
realizada media ANOVA de dos vias y la prueba de Tuckey en comparacién mdultiple
(*P<0,05, **P=0,01, ***P=0,001, ***P<0,0001) y (n=6 para cada grupo).

Evaluacion de los marcadores moleculares

Se evalud diferentes marcadores moleculares para comprobar la recuperacién
del dafio por la tamsulosina. Los marcadores evaluados fueron los
proinflamatorios (IL-1, IL-17 y NF-kB), antiinflamatorios (IL-10, TGF-B),
profibrogénico (TGF-B, colageno tipo I), de proliferacion (EGF) y marcadores
tumorales (AFP). La significancia estadistica fue realizada media ANOVA de dos
vias y la prueba de Tuckey en comparacién mudailtiple (*P<0,05, **P=0,01,
***pP=0,001, ****P<0,0001) y (n=6 para cada grupo) (gréafica 6.2.7).
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Grafica 6.2.7.1 Evaluacion de los marcadores proinflamatorios. En la grafica a hubo mayor expresion
relativa en el grupo tratado con la tamsulosina. El grupo tratado con la tamsulosina a 11 pg/kg mostro el
mismo comportamiento que el grupo intacto y el grupo tratado con el vehiculo mostré6 menor expresion.
En la gréfica b, se evalué el NF-kB. No hubo cambio significativo sin embargo el grupo tratado con el
vehiculo tuvo el mismo comportamiento que el grupo intacto y los grupos tratados con las dos dosis de
la tamsulosina mostré tendencia a reducir. La grafica la cual se evalud la IL-17, interleucina de inflamacion
cronica. Se observo que hubo mayor expresiéon en el grupo tratado con el vehiculo mientras que el grupo
tratado con la tamsulosina a 93 pg/kg mostro una reduccion significativa y un comportamiento similar al
grupo intacto. El grupo tratado con la tamsulosina 11 pg/kg incrementé comparado con el intacto y el
tratado con tamsulosina a 93 pg/kg.
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Gréfica 6.2.7.2. Evaluacion de los marcadores antiinflamatoria. En la grafica a se evalu6 el
marcador antiinflamatorio mas potente. No hubo cambio significativo en el andlisis, sin
embargo, el tratado con el vehiculo y la tamsulosina a 93 pg/kg mostrd una tendencia a reducir
comparado con el intacto y la dosis de 11 pg/kg. Por otro lado, el TGF-B, marcador
antiinflamatorio menos potente, mostrdé una tendencia significativa al incremento en los dos
grupos tratados con la tamsulosina mientras el vehiculo tubo el mismo comportamiento
respecto al intacto. La significancia estadistica fue realizada media ANOVA de dos vias y la
prueba de Tuckey en comparacion mualtiple (*P<0,05, *P=0,01, **P=0,001, ***P<0,0001) y
(n=6 para cada grupo)
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Gréfica 6.2.7.3. Evaluacion de los marcadores fibrogénicos. En la gréfica a, corresponde al
marcador profibrogénico. Se pudo observas que hubo mayor expresion significativa en los dos
tratados con la tamsulosina. El grupo tratado con el vehiculo mostré disminucion en la
expresion relativa sin cambio significativo en comparacion el grupo intacto. En la gréfica a se
observé disminucién de la expresién de colageno tipo | comparada con el grupo tratado con el
vehiculo. Sin embargo, no hubo cambio significativo. La significancia estadistica fue realizada
media ANOVA de dos vias y la prueba de Tuckey en comparacién maltiple (*P<0,05, **P=0,01,
***pP=(,001, ****P<0,0001) y (n=6 para cada grupo).
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Gréfica 6.2.7.4. Evaluacion del EGF marcador de proliferacion de células epiteliales. Se

observo que hubo mayor expresion en grupo tratado con la tamsulosina a 11 pg pg/kg
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comparado con los otros grupos. El grupo tratado con el vehiculo y el tratado con la
tamsulosina a 93 pg/kg tuvieron el mismo comportamiento respecto al grupo intacto.
Pero, no hubo cambios significativos. La significancia estadistica fue realizada media
ANOVA de dos vias y la prueba de Tuckey en comparacion maltiple (*P<0,05, **P=0,01,
***pP=0,001, ***P<0,0001) y (n=6 para cada grupo)
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Grafica 6.2.7.5. Evaluacién del marcador molecular AFP. Se pudo observar que no
hubo expresion de marcadores biolégicos moleculares AFP en la evaluacién. La
aplicacion del vehiculo y los dos tratamientos de la tamsulosina mostraron reduccién de
riegos a cancer hepatico. No hubo cambio significativo. La significancia estadistica fue
realizada media ANOVA de dos vias y la prueba de Tuckey en comparacién mdltiple
(*P<0,05, **P=0,01, ***P=0,001, ****P<0,0001) y (n=6 para cada grupo)

Evaluacion de la recuperacion de la actividad locomotora por los
tratamientos con la tamsulosina y el vehiculo tras el dafio hepatico causado
por la TAA

Se evalud la actividad fisica por grupo de animales mediante la distancia recorrida
y la medicién del porcentaje de cambio respectando a la actividad basal. La linea

roja representa el grupo de animal sano, es decir, el grupo que no fue sometido
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a ninguna dafo ni tratamiento. La linea morada, es grupo de rata que fue
sometido al dafio hepatica con la TAA durante las 5 semanas a una dosis
creciente bisemanal y tratado con la tamsulosina a 11 pg/kg. La linea verde, es
grupo de rata que fue sometido al dafio hepética con la TAA durante las 5
semanas a una dosis creciente bisemanal y tratado con la tamsulosina a 93
ng/kg. La linea negra, es grupo de rata que fue sometido al dafio hepatica con la
TAA durante las 5 semanas a una dosis creciente bisemanal y tratado con el
vehiculo (0.5 ml de agua). Los tratamientos fueron aplicados diariamente durante
dos semanas. Se pudo observar que el porcentaje de cambio de la actividad
respecto la basal se desciende significativamente por la induccién de dafio con
la TAA. Las dos semanas de tratamiento la actividad de recupera en todos los
tratamientos sin cambio significativo con relacion al grupo intacto (gréfica 6.2.8.).
para apreciar mejor los cambios, se separo las dos semanas de tratamiento del
resto y se realizd la estadistica. Se observé que no hubo cambio significativo
entre los tratamientos y el intacto 6.2.8.). La significancia estadistica fue realizada
media ANOVA de dos vias y la prueba de Tuckey en comparacion mdultiple
(*P<0,05, **P=0,01, ***P=0,001, ****P<0,0001) y (n=6 para cada grupo)
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Grafica 6.2.8. Evaluacién de los tres periodos durante el experimento. El periodo basal
todos los grupos tuvieron el mismo comportamiento, la tendencia en subir. En el periodo
de la exposicion a la TAA, se observé un descenso en los grupos que fueron inducido a
la TAA. Finalmente, en la fase de recuperacion todos los tratados mostraron tendencia
de recuperacion. El grupo tratado con la tamsulosina a 93 ug/kg tard6 en recuperar, pero
a la segunda semana fue similar al intacto y el vehiculo. El grupo tratado con la
tamsulosina mostré una recuperacion creciente de la actividad. Sin embargo, la
tendencia fue decreciendo en la segunda semana. No hubo cambio significativo en la
fase de recuperacion. La significancia estadistica fue realizada media ANOVA de dos
vias y la prueba de Tuckey en comparacion mdaltiple (*P<0,05, **P=0,01, ***P=0,001,
****P<0,0001) y (n=6 para cada grupo)
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Actividad  locomotora  durante la fase de  recuperacion.
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Grafica 6.2.8.1. Separacion de las dos semanas de recuperacion de la fase d exposicion
ala TAA. recuperacion todos los tratados mostraron tendencia de recuperacion. El grupo
tratado con la tamsulosina a 93 pg/kg tard6 en recuperar, pero a la segunda semana fue
similar al intacto y el vehiculo. El grupo tratado con la tamsulosina mostré6 una
recuperacion creciente de la actividad. Sin embargo, la tendencia fue decreciendo en la
segunda semana. No hubo cambio significativo en la fase de recuperacién. La
significancia estadistica fue realizada media ANOVA de dos vias y la prueba de Tuckey
en comparacién mdaltiple (*P<0,05, **P=0,01, ***P=0,001, ****P<0,0001) y (n=6 para
cada grupo)

Evaluacion de recuperacion de la hipersensibilidad tras las dos semanas
de tratamiento

La evaluacién de la hipersensibilidad consistio en la medicion del umbral al dolor
del grupo inducido de dafio hepatico respecto al grupo intacto. Se pudo apreciar
qgue los animales que fueron sometidos a la induccion de dafos (la linea roja)
mostro a las 2.5 Y 5 semanas, menor umbra al dolor es decir mayor sensibilidad

comparando con el grupo intacto (linea azul). Tras las dos semanas de
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tratamientos, tanto el grupo tratado con la tamsulosina 11 pg/kg como la
aplicacion de la 93 pg/kg mostraron recuperacion comparando con el intacto
(gréfica 6.2.9.1y 6.2.9.2).

Evaluacion de la recuperacion
de umbral al dolor

150
* * -e- [ntacto

Dafiado + Tx Tamsu 11
ug/kg

gr/presion
-
o
o
1

o1
T

semanas  Semanas |
I 1 1
Dafiado por TAA Tamsu 11 ug/kg

Gréfica 6.2.9.1. Evaluacion de la recuperacion del umbral tras las 2 semanas de la
aplicacion de la tamsulosina a 11 pg/kg. Se observé que el tratamiento con la
tamsulosina a 11 pg/kg aumenta el umbra al dolor y disminuyé la hipersensibilidad. No
hubo cambio significativo en comparacién al grupo intacto después de las dos semanas.
La significancia estadistica fue realizada media ANOVA de dos vias y la prueba de
Tuckey en comparacion multiple (*P<0,05, **P=0,01, **P=0,001, ****P<0,0001) y (n=6

para cada grupo).
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Gréfica 6.2.9.2. Evaluacion de la recuperacion del umbral tras las 2 semanas de la
aplicacion de la tamsulosina a 93 pg/kg. Se observé que el tratamiento con la
tamsulosina a 93 pg/kg aumenta el umbra al dolor y disminuyé la hipersensibilidad. No
hubo cambio significativo en comparacion al grupo intacto después de las dos semanas.
La significancia estadistica fue realizada media ANOVA de dos vias y la prueba de
Tuckey en comparacion multiple (*P<0,05, **P=0,01, ***P=0,001, ****P<0,0001) y (n=6

para cada grupo).

EVALUACION DEL POSIBLE DANO CAUSADO POR LA TAMSULOSINA
Se evaluo diferentes parametros para destacar posible dafio causado por la
administracion de la tamsulosina. Se administro una dosis diria de
tamsulosina a 11pg/kg y 93 pg/kg durante dos semanas en dos grupos de
ratas sanas. Tras las dos semanas de aplicacion de la tamsulosina, las ratas
fueron sacrificados y extraido tejido hepatico y sangre. Se compard los grupos

con el intacto mediante los siguientes analisis:

Observacion macroscopica del higado
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No se observé ningun dafio causado por la las dos dosis de la tamsulosina. Tanto
la figura b como la c, se pudo apreciar que los higados mantuvieron su color

marron rojizo y su arquitectura lisa comparado con el grupo intacto.

a) Intacto b) Tamsu 11 pg/kg c) Tamsu 93 ug/kg

Figura 6.3.1. Vista macroscopica de los higados sanos que fueron administrados las dos
dosis de la tamsulosina. Se observé una coloracién marrén rojizo propia del higado y una
arquitectura lisa sin ninguna alteracion.

Evaluacion microscopica de la arquitectura hepatica mediante H/E
Mediante la tincion H/E se evalud la presencia de fibras de colageno del grupo
sano que fueron administrado las dos dosis de la tamsulosina. Asi como se
observa en las figuras b y ¢ una arquitectura lisa con lo hepatocitos bien definida
y sin presencia de fibras de colagenos en comparacién con el grupo intacto figura
a. (figura 6.3.2)
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Figura 6.3.2. observacion microscopica de la arquitectura hepatica. No se observa ninguna
alteracion en la arquitectura hepética. No hubo presencia de fibras de colageno. Los
hepatocitos de los dos grupos representados por la figura b y ¢ mostraron buena integridad
comparado los dos grupos con el intacto.

Evaluacion de marcadores de dafio hepatico

Se evalud los marcadores AST, Alt y FA en dos grupos comparar la media
con el grupo intacto. En las gréficas a, by ¢ en las cuales se analizé la ALT y
AST, hubo un incremento en los tres marcadores al grupo que le
administraron 93 pg/kg. En el grupo se administro la dosis 11 pg/kg, solo hubo
un incremento en la fosfatasa alcalina. La significancia estadistica fue
realizada media ANOVA de dos vias y la prueba de Tuckey en comparacion
multiple (*P<0,05, **P=0,01, ***P=0,001, ****P<0,0001) y (n=6 para cada
grupo).
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Gréfinc-a 6.3.1. Evaluacién de marcadgres de dafio hepatico. En los E[);es marcadores evaluados se
observo un incremento significativo en el grupo de tamsulosina 93 pg/kg. Por otro lado, el grupo de
11 pg/kg solo mostro incremento en la fosfatasa alcalina. La significancia estadistica fue realizada
media ANOVA de dos vias y la prueba de Tuckey en comparaciéon multiple (*P<0,05, **P=0,01,
***pP=(,001, ***P<0,0001) y (n=6 para cada grupo).

Evaluacion de la actividad locomotora

Se evaluo el posible dafio en la actividad fisica por la administracion de la
tamsulosina. Se realizd el registro diario de la actividad fisica recorrida en los
grupos animales. se midié del porcentaje de cambio respectando a la actividad
basal. La linea gris representa el grupo de animal sano, es decir, el grupo que no
fue sometido a ninguna dafio ni tratamiento. La linea morada, es grupo se le
administré la tamsulosina a 11 ug/kg dosis diario durante 2 semanas. La linea
verde representa el grupo de la tamsulosina a 93 ug/kg
. Se pudo observar que el porcentaje de cambio de la actividad de los grupos
mostraron tendencia a incrementar. Sin embargo, en la segunda semana de
administracion hubo un decremento significativo (grafica 6.3.4). La significancia
estadistica fue realizada media ANOVA de dos vias y la prueba de Tuckey en
comparacion multiple (# o *P<0,05,## o **P=0,01, ### o ***P=0,001, #### o
****P<0,0001) y (n=6 para cada grupo).
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Gréfica 6.3.2. Evaluacioén del posible dafio en la actividad locomotora por la tamsulosina.
En la primera semana de administracion los grupos tuvieron el mismo comportamiento
en comparacion con el grupo intacto. Sin embargo, en la segunda semana hubo un
decremento significativo en los dos, siendo el grupo de 93 pg/kf con mayor decremento.
La significancia estadistica fue realizada media ANOVA de dos vias y la prueba de
Tuckey en comparacion multiple (# o *P<0,05, ## o **P=0,01, ### o **P=0,001, #### o
****P<0,0001) y (n=6 para cada grupo).

Evaluacion de la hipersensibilidad por la tamsulosina

Se evalud la hipersensibilidad en los animales sanos tratado con la tamsulosina.
La medicion durante dos etapas, al inicio y al final de la administracion de cada
dosis. La linea roja india los grupos que fueron administrado la tamsulosina y la
azul el grupo intacto. Se observé que tanto la aplicacion de la tamsulosina a 11
png/kg como la aplicacion de la 93 pg/kg aumentaron el umbral y disminuye la
sensibilidad al dolor comparado con el grupo intacto sin embargo no hubo cambio
significativo (grafica 6.3.3.1 y 6.3.3.2). La significancia estadistica fue realizada
media ANOVA de dos vias y la prueba de Tuckey en comparacion multiple
(*P<0,05, *P=0,01, ***P=0,001, ***P<0,0001) y (n=6 para cada grupo.
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Evaluacién de la tamsulosina
sobre umbral al dolor

110
-e- Intacto
S -& Tamsu 11 ug/kg
$ 100
S
()
©
£ 90-
©
()]
80 T T
> Vv
>
o
&

| semanas |

tamsu 11 ug/kg

Grafica 6.3.3.1. Evaluacién de la tamsulosina a dosis 11 pg/kg sobre el umbral al dolor.
Se observo que el umbral al dolor tiende a aumente al aplicar la tamsulosina durante 2
semana en las ratas. Sin embargo, no hubo cambio significativo. La significancia
estadistica fue realizada media ANOVA de dos vias y la prueba de Tuckey en
comparacion multiple (*P<0,05, **P=0,01, ***P=0,001, ****P<0,0001) y (n=6 para cada
grupo).
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Grafica 6.3.3.2 Evaluacion de la tamsulosina a dosis 93 pg/kg sobre el umbral al dolor.
Se observo que el umbral al dolor tiende a aumente al aplicar la tamsulosina durante 2
semana en las ratas. Sin embargo, no hubo cambio significativo. La significancia
estadistica fue realizada media ANOVA de dos vias y la prueba de Tuckey en

comparacion multiple (*P<0,05, **P=0,01, **P=0,001, ****P<0,0001) y (n=6 para cada
grupo
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Capitulo 7

Discusion
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Discusion

Los problemas hepéticos han incrementado en los Udltimos afios debido a
diferentes factores socioculturales como el sedentarismo y la mala alimentacién
que causa la obesidad y otras enfermedades, el consumo de alcoholes y
medicamentos otras drogas que afecta al organismo y su vez promueven
enfermedades de trasmisiones como el virus de hepatitis B y C, y el desbalance
a nivel del organismo por enfermedades como diabetes, hipertension entre otros.
A nivel mundial, muchos pacientes afectados por dafio hepatico han perdido la
vida, sea por alguna complicacién, por escasez de tratamiento o falta de recurso
0 por la exposicién continua al agente causar. La presente investigacion tuvo la
finalidad de evaluar el efecto de la tamsulosina, un alfa adrenérgico selectivo
accesible en el mercado, sobre la posible recuperacién de dafio hepatico. Se
indujo el dafo hepatico aplicando la TAA y se evaluaron diferentes parametros
de dafios como se observa en el apartado 6.1. durante el periodo de la induccion
con la TAA, las fueron perdiendo peso y la masa muscular. Cabe mencionar que
los pacientes con problemas hepéaticas pueden experimente pérdida de peso y
de masa corporal por la expresion de las citocinas proinflamatorio que lleva a la
alteracion metabdlica en el desarrollo del dafio (Rezende-Anastécio & Al, 2012).
Es importante llevar un control de peso durante el proceso de dafio hepatica. En
estudios anteriores, han demostrado que el decremento de peso y de masa
corporal es dada por la degradacién de proteinas musculares como la glutamina
lo que lleva el incremento de la concentracion de amonio en la sangre como se

observa en la gréfica 6.1.7a. (Gutiérrez, Lares, Sandoval, & Hernandez, 2020).

En presencia de un dafio hepatica, diferentes células del higado mandan sefiales
liberando citocina que produce fibras de colageno para contrarrestar y regularizar
el dafo. Sin embargo, la activacion prolongada de esta citocina resulta un
incremento excesivo de fibras de coldgeno que distorsiona la matriz extracelular
llevando a fibrosis hepatica (Guan & Al, 2021). Se puede observar las
alteraciones de la arquitectura hepatica causada por la TAA en las figuras 6.1.4
y 6.1.6 y las graficas 6.1.5y 6.1.7. La presencia de estas fibras de colagenas

limita el intercambio de nutriente y otros componentes necesario el
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funcionamiento del higado lo que conlleva a una alteracion multifuncion a nivel

sistémico.

A demas de la evaluacion de las fibras de coladgeno en dafios hepaticos, muchos
investigadores sugieren evaluar algunos biomarcadores de perfil hepatica. Los
resultados de esos pueden aportar mas informacion sobre grado dafio. En este
estudio se observo un incremento en amonio, el nitrégeno ureico en la sangre, la
fosfatasa Alcalina, aspartato aminotransferasa, la bilirrubina y la alanina
aminotransferasa. La elevacion de estos biomarcadores sobre todo la AST y la
ALT en suero son comunmente utilizada para detectar la hepatotoxicidad
(Aljobaily & Al, 2021; Limdi & Hyde, 2003; Khan & Jamal, 2018). Por otro lado, se
vio una disminucion en la glucosa y la albumina por el dafio causado por la TAA
(figura 6.1.7d y 6.1.7h). Los pacientes con fibrosis subcronica o crénica tienden
a presentar hipoalbuminemia e hipoglicemia debido a la disminucion del
aclaramiento por la capilarizacién de los sinusoides hepéticos y al amplio flujo
sanguineo colateral (Braet, Hussein-Agha, Taleb, Buess, & Millard, 2020; Bahr &
Al, 2006). En un estudio realizado a pacientes con esteatosis Yy fibrosis lobular y
portal encontraron una disminucién tanto en la concentracion glucosa como la
albumina (Aliefendioglu & Al, 20107).

La elevacién de las citocinas proinflamatorio es comun en los dafios hepaticos
(Bahr & Al, 2006). Por esta razon se evalud el IL-1, IL-17 y NF-kB para comprobar
el dafo por la TAA. En el andlisis que se hizo, se observo que la IL-1 y NF-kB
presentaron aumento significativo (figura 6.5.5, 6.1.8a y 6.1.8b). En un estudio
realizado en enfermedad hepatica alcohdlica se demostraron un aumento de la
IL-1B8 y este aumento es dependiente de Casp-1 y la sefalizacion mediada por
IL-1R1 (Petrasek & Al, 2012). También la modulacion de la expresion del ARNm
de la IL-1B es dependiente de NF-kB (Song & Al, 2016; Dinarello, 1998). Por lo
gue el incremento de IL-1 y NF-kB indica un proceso de inflamacion a nivel
hepatica. ElIL-17 mostré una tendencia a reducir en grupo dafiado comparando
con el intacto (figura 6.1.8f). La IL-17A es fundamental en la inflamacion, pero es

mayormente expresado en procesos cronico. En un analisis en pacientes con
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carcinoma hepatocelular en fase inicial por diferentes causas, han encontrado
mayor expresion de IL-17. En este mismo estudio se observaron una reduccién
en la expresion de IL-17 en un grupo de rata inducidos de dafio hepético con
Tetracloruro de carbono. La IL-17 es producida por los neutrdfilos y los linfocitos
T y la expresion de colageno es inducida por la IL-17 (Tan & Al, 2013). Asi como
se observa en la figura 6.1.8e un incremento en la expresion de colagena y una
tendencia a disminuir en la IL-17. Se puede decir que disminucion de la IL-17
puede haber sido por el dafio subcrénico. en estudios anteriores, se han
encontrado que la IL-17 es significativamente elevada en una variedad de
enfermedades hepaticas cronicas, incluyendo la enfermedad hepética alcohdlica,
la hepatitis viral y el carcinoma hepatocelular (Lafdil, Miller, Hwan Ki, & Gao,
2010). El factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) es otro que gen que
se analiz6 en este trabajo ya que desempefia un papel fundamental en el
desarrollo de la fibrosis hepatica. Su expresion es sistematicamente elevada en
los 6rganos afectados, lo que se correlaciona con el aumento de la deposicién
de matriz extracelular (Xu, Liu, Zhou, & Zhang, 2016). En la figura 6.1.8g, se
observd un incremento en la expresion del factor de crecimiento epidérmico
(EGF). El EGF es un factor de crecimiento encargado de estimular la proliferacion
celular, su expresién aumenta durante la fibrogénesis hepéatica por el dafio de las
células epiteliales (hepatocitos y colangiocitos) (Xu H. , 2020). Se evalud la
altafetoproteina (AFP) para detectar posible hepatocarcinoma por la induccion de
TAA. Si bien hubo un aumento en los resultados obtenidos. Sin embargo, en
estudio realizado se han encontrados falso positivos a demas esta prueba es mas
comunes para la vigilancia del CHC en la préactica clinica. A pesar se considera
la TAA como hepatocancerigenos. La induccion puede causar mucho dafio, pero
por el tiempo de induccidn puede que no llegue a desarrollar hepatocarcinoma
(Chang, Wu, Tung, & al., 2015; Bala Paul & al., 2007). El incremento de la IL-10
en el grupo dafiado permite combatir con el dafio presente mediante la activacion
concomitante de macréfagos M1 proinflamatorios y macrofagos M2 profibroticos
(Lescoat & al., 2020).
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Los pacientes con dafios hepaticos avanzado tienden a desarrollar encefalopatia
por el aumento y la circulacién de amonio a nivel cerebral. Como se observo en
la gréfica 6.1.7a, este amonio puede haber sido por la degradacion de proteinas
musculares oly por la falta de los desechos proveniente de los intestinos. El
amonio viaja en la sangre a diferente parte del organismo, cruza la barrera
hematoencefalica causando encefalopatia. La encefalopatia es puedes alterar
diferentes funciones como la actividad motoneurona, locomotora y sensitiva.
Como se observa en las graficas 6.1.9 y 6.1.10, la actividad locomotora de los
animales se redujo significativamente por la induccion con la TAA. Ademas, se lo
vio un aumento en la hipersensibilidad en los animales sometidos al dafio
hepético. En estudios realizados anteriormente, se han visto que los pacientes
con enfermedad hepética alcohdlica y encefalopatia muestra alguna afectacion
en el autocontrol y fuerza fisica al momento de interactuar (Mikkelsen & al., 2016).
Los pacientes con cirrosis suelen experimentar dolor. Sin embargo, el dolor sigue
siendo uno de los sintomas menos tratados en esta poblacion de pacientes
(Rakoski & al., 2018). De acuerdo con los andlisis que hizo, se pudo evidencia el

dafio hepéatico causado por la TAA.

Se evalud la capacidad de recuperaciéon de dafio hepatico para la induccién con
la TAA. La evaluacién fue mediante dos dosis de tamsulosina y se compar6 con
el grupo de animal sano y el grupo de animal dafiado y no tratado es decir el
grupo de la regresion endégena. Es importante mencionar que desde afos el
mejor tratamiento para la recuperacion de dafio hepatico era quitar el agente
causante. Sin embargo, muchas veces por el grado de la fibrosis o las
complicaciones de la mismo, la regresion del dafio suele producirse con

demasiada lentitud (Roehlen, Crouchet, & Baumert, 2020).

Se pudo observar que tanto los dos grupos tratado con la tamsulosina como
grupo el tratado con el vehiculo recuperaron su peso tras las dos semanas de
tratamiento. Como mencionado con anterioridad al retirar el agente causal, el
higado puede recuperar ciertas funciones. Por eso se pudo ver la recuperacion

de en las ratas no tratados con la tamsulosina. Sin embargo, en otros parametros
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como se observa en la gréfica 6.2.3 el peso de los higados en el grupo no tratado
con la tamsulosina tienda aumenta y la figura 6.2.4 se vio aumentado
significativamente las fibras de colagena. Se puede decir que a las ratas que
fueron sometidas a la administrado la tamsulosina tanto a 11 pg/kg como a
93ug/kg mostraron reducciones en las fibras de colagenos comparado con el
grupo no tratado con la tamsulosina. En un estudio que se realizé con la
doxazosina un antagonista alfaadrenergico se vio que redujo las fibras de
coladgeno, pero provoco ligeros cambios morfoldgicos en los hepatocitos (Serna-
Salas & al.,, 2018). Cabe mencionar que no hubo alteraciones en las
transaminasas. La tamsulosina es capaz de reducir las fibras de colageno sin
afectar a los hepatocitos. En la evaluacion de dafio mediante el perfil hepatica,
se observé que la tamsulosina es capaz de recuperar el dafio hepéatico en
pardmetro como ALT, ASP, FA, BUN vy bilirrubina, mientras la dosis de 93ug/kg
causa hipoalbuminemia. La hipoalbuminemia se observa con frecuencia en
pacientes hospitalizados y puede estar asociada a varias enfermedades
diferentes, como la cirrosis, la desnutricion, el sindrome nefrético y la sepsis
(Gatta, Verardo, & Bolognesi, 2012). Los farmacos antihipertensivos suelen
dafar el higado causando alteracion en las transaminasas (Garcia-Corté & al,
2005). La hipoalbuminemia puede ser asociada a la inflamacion por la dosis de
la tamsulosina. Se han demostrado que, en un proceso inflamatorio, se aumenta
la permeabilidad capilar y el escape de albamina sérica, lo que conduce a la
expansiéon del espacio intersticial y al aumento del volumen de distribucion de la
albmina a su vez expresion de factores de crecimiento (Soeters, Wolfe, &
Shenkin, 2019). Es evidente la inflamacién causada por la dosis de 93 ug/kg. Se
puedo observar un aumento significativo del mismo grupo en la IL-1 y el TGF-(3.
Tambien se han asociado la anemia un de los efectos adversos mas comun en
los pacientes que consumen la tamsulosina (Nickel, Sander, & Moon, 2008;
Chauhan, Gupta, & Nayar, 2013). En estudios realizados en paciente con
anemia, Se observaron que la hemoglobina esta relacionada con la albumina.
Los pacientes que presentan Amenia tiendan a desarrollar hipoalbuminemia y a

su vez hipoglicemia (R6hrig, Becker, Polidori, Schulz, & Noreik, 2015; Reck de
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Jesus & al., 2018). El grupo de ratas que fueron tratados con la tamsulosina a 93
Hg/kg tuvieron disminucion en la concentracion de la albumina y la glucosa, esas
disminuciones puede ser relacionadas por la anemia causada por la dosis de la

tamsulosina lo que llevo a un incremento en la expresion de la IL-1.

En la evaluacion de las citocinas se observd que los animales tratados con el
vehiculo tuvieron la capacidad de recuperar se forma enddgena. Sin embargo,
se vio incremento en las citosinas IL-17 y colagena tipo |. En el grupo que se
aplicé la tamsulosina a 11 pg/kg mostré recuperacion en todas las citosinas
evaluadas excepto en la IL-17, TGF-B y EGF que tuvieron una ligera tendencia
al incremento. Por otro lado, la administracion de 93 pg/kg se vio la tendencia en
IL-1 y TGF-B, como ya mencionado anteriormente esta tendencia pudo haber
sido por algun proceso inflamatorio causado por el efecto adverso de la
tamsulosina. La IL-17 es mediado por los neutréfilos y los mastocitos, su
incremento esta relacionado con la progresion de la fibrosis hepatica (Fabre &
al., Type 3 cytokines IL-17A and IL-22 drive TGF-B-dependent liver fibrosis,
2018). En un estudio realizado, se observé que la expresion de la IL-17 aumento
significativamente mientras que las expresiones de la IL-10 y el TGF- fueron
disminuyo. La inflamacion crénica puede inducir una anomalia en las citocinas
reguladoras del sistema inmunitario local y alterar el patron de las células T CD4+
(Wang & al., 2019). Durante el dafio hepatico, El proceso inflamatorio puede ser
de tres tipos. El tipo 1 -caracterizado por el incremento de citocinas
antifibrogénicas y proinflamatorias IL-1, IL-6, TNF-a e IFN-Y. El tipo 2,
caracterizado por la expresion citocina antiinflamatorias que se asocian con la
inflamacion reducida que se correlaciona con la progresion de la fibrosis hepética.
Y el tipo 3 es dado por el incremento de IL-17 e IL-22 producidas por los
neutrofilos, mastocitos, células linfoides innatas del grupo 3 (ILC3) y células Th17
y Th22 (Fabre & al., 2018). El incremento de estas ultimas puede ser patdogenas
ya que su desregulacion estd asociada con reparacion anormal del tejido
hepatico de una forma crénica (Annunziato, Romagnani, & Romagnani, 2015;
Gieseck 3rd, Wilson, & Wynn, 2018). La IL-17 tiene funciones profibrogénicas a

través del reclutamiento de monocitos proinflamatorios, el aumento de la
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produccion de TGF- y activa las CEH (Fabre & al., 2014). La IL-22 es
hepatoprotectora durante la lesion hepatica aguda, pero su funcion durante lesion
cronica es controvertida. Se han descrito efectos opuestos de la IL-22 en el
higado dependiendo de la duracién de la lesion y de la etiologia (Fabre & al.,
2014). El incremento de la IL-17 en el grupo vehiculo pudo haber sido por un
proceso inflamatorio cronico. A pesar de que el factor de crecimiento beta mostro
una tendencia normal comparando con el control a su vez pro la alteracion de la
IL-17 puede llevar la progresion de la de la fibrosis hepética alterando la
arquitectura hepatica. En el tratamiento con la tamsulosina se observé un
incremento de IL-1 y TGF-B, puede ser un posible proceso inflamatorio de tipo 1
causado por el efecto adversos. Como se menciona anteriormente el incremento
de TGF-B puede ser un efecto hepatoprotector tratando de contrarrestar el

proceso de dafio.

En la evaluacion de la actividad locomotor tras las dos semanas de tratamiento
con la tamsulosina, se observo una tendencia a incrementar. Sin embargo, tanto
la dosis de 11 pg/kg como la de 93 pg/kg no alcanzaron el grupo intacto. Tambien
el grupo tratado con el vehiculo mejor desempefio en la recuperacion teniendo
una tendencia mas parecida al grupo intacto. Han demostrado que la
administracion de la tamsulosina causa efectos adversos sobre las funciones
cognitivas y la alteracion de la conducta (Duan, 2018; Cruz Guerra & Perales
Céspede, 2005). La ligera tendencia a bajar de la actividad fisica es causada por
la administracion de la tamsulosina puede ser por su efecto hipotensor (secsefap,
2022).

Se demostro que la tamsulosina es capaz de aumentar el umbral al dolor después
de haber inducido con la TAA. La percepcion del dolor en estos animales fue por
el dafio causado por la tamsulosina. Al administrar la tamsulosina durante las dos

semanas mostro la recuperacion de esa percepcion.

La tamsulosina actia sobre los receptores alfa adrenérgico las células estelares
blogueando la interaccion con noradrenalina evitando la activacion de las células

estelares y la produccion de fibras de colagena en la matriz extracelular. Otra
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posible alternativa, la tamsulosina puede actuar sobre la netrina-1, una proteina
relacionada a los receptores adrenérgico que se sobreexpresa durante la
inflamacion hepética aguda como cronica favoreciendo la fibrosis, causando
blogueo que llevaria a una induccién del proceso inflamatorio (BIONITY, 2022;
Barnault & Verzeroli, 2022).
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Conclusion

La exposicion de tioacetamida a una dosis creciente de 200 a 300 mg/kg
bisemanal durante 5 semanas es capaz de general dafio subcronico a nivel
hepatico en un modelo de ratas Wistar, dosis equivalente de 28.6 a 42.9 mg/kg
en humano. La administracion diaria de tamsulosina durante 2 semanas a una
dosis de 11ug/kg equivalente a la dosis de 0.8mg en humanos y la de 93ug/kg
equivalente a la dosis de 0.8mg en ratas han demostrado una recuperacion del
dafio hepatico en la funcion y la arquitectura del higado, asi como la disminucién
de la hiperalgesia y una tendencia a la recuperacion de la actividad locomotora
tras inducir el dafio hepatico con tioacetamida. Sin embargo, la dosis a 93 pg/kg
causa una posible anemia. Se ha mostrado que la tamsulosina ha controlado el
procesos de dafo hepatica mediante los marcadores tanto
proinflamatoria,antiinflamatoria como profibrogenica. Se observé que la
administracion de tamsulosina durante 2 semanas no es capaz de generar dafio
hepatico. Los resultados nos indica que la tamsulosina puede ser un posible
farmaco que controlar el proceso la inflamacion y participa en la recuperacion de
dafios hepético, aun asi, se requiere realizar otros estudios y analisis para

asegurar su uso.
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Capitulo 10
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Apéndice

a. Inclusién de los tejidos en parafina

Los tejidos fueron colocados en casetes para tejidos. Posteriormente fueron
montados en histoquinet que consiste en realizar un ciclo de 12 horas en 12
etapas con el fin de hidratar, deshidratar y la inclusion en parafina para

cortarlos en microtomo. Observa las etapas en la siguiente tabla.

Tabla 2 El proceso de montado en el equipo histoquinet para hidratar, deshidratar

y incluir los tejidos para el corte.

Etapas | compuestos Tiempo
il Agua destilada 1 hora
2 Alcohol 70% 1 hora
3 Alcohol 80% 1 hora
4 Alcohol 96% 1 hora
5 Alcohol 96% 1 hora
6 Alcohol 100% 1 hora
7 Alcohol 100% 1 hora
8 Alcohol-xilol 1:1 | 1 hora
9 Xilol 100% 1 hora
10 Xilol 100% 1 hora
11 parafina 1 hora
12 parafina 1 hora
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Tras terminar las 12 etapas los tejidos fueron sacado del casete colocando un

bloque de parafina usando el equipo de inclusion para después realizar los

cortes micrométricos en microtomo.

b. Silanizacién de las laminillas

Tabla 3: el proceso de silanizacion de las laminillas

Reactivo Volumen Tiempo

acetona 200 ml 5 minutos
Acetona-Silano al 3% | 200 ml 5 minutos

Agua destilada 200 ml Dos lavados/minutos

c. Latécnica de la tincion Hematoxilina-Eosina

Las laminillas fueron colocadas en diferentes compuestos a diferentes

tiempos.
Etapa Compuesto bafio Tiempo
1 xilol 2 10 minutos
2 Alcohol 100% | 2 5 minutos
3 Alcohol 96% 2 5 minutos
4 Agua destilada | 1 5 minutos
5 Hematoxilina 1 20 segundos
6 Agua corriente | 3 1 minutos
7 PBS 1 5 minutos
8 Eosina 1 1 minutosy 20 s
9 Alcohol 96% 2 5 minutos
10 Alcohol 100% | 2 5 minutos
11 xilol 2 10 minutos

Posteriormente las laminillas fueron montadas con entellan.
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d. Técnica de la tincion de Rojo Sirio

Las laminillas fueron colocadas en diferentes compuestos a diferentes tiempos.

Etapa Compuesto Bafio/incubacion | Tiempo
1 xilol 2 7 minutos
2 Alcohol 100% | 2 5 minutos
3 Alcohol 96% 2 5 minutos
4 Agua destilada | 1 3 minutos
5 Hematoxilina 1 8 minutos
de Weigert
6 Agua corriente | 3 1 minutos
7 PBS 1 5 minutos
8 Rojo sirio picro | 1 1 hora
9 Agua acidilada | 2 segundos
10 Alcohol 96% 2 45 segundos
i Alcohol 100% | 2 2 minutos
12 xilol 2 7 minutos

Posteriormente las laminillas fueron montadas con entellan.
Nota:

La Hematoxilina de Weigert fue preparada con dos soluciones en una
proporcion de 1:1. una solucion A que contiene 1 gr. de cristal de Hematoxilina
en 100 m de alcohol al 96% y una solucion B que contiene 4 ml de cloruro
férrico, 1 ml de &cido clorhidrico concentrado un 95 ml de agua destilada.

El agua acidilada fue preparada con 5 ml de acido glacial en 1 litro de agua

destilada.

La solucion de Rojo Sirio-Picro fue prepara con 0.5 gr de Rojo Sirio de la
marca Sigma-Aldrich 365548 en 500 ml de solucion acuosa saturada de acido

picrico de la marca Sigma.

e. Inmunohistoquimica
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Desparafinizacion.

Las laminillas fueron colocadas en diferentes compuestos a diferentes tiempos

para quitar el exceso de parafina.

V.

Etapa Compuesto Bafo/incubacion | Tiempo

1 xilol 2 7 minutos
2 Alcohol 100% | 2 7 minutos
3 Alcohol 96% 2 7 minutos
4 Alcohol 70% 1 5 minutos
5 Agua corriente | 1 5 minutos

Desenmascaramiento de epitopos.

1. Se coloco6 dentro de la olla 1.5 litros de buffer de citrato de sodio y se

encendio la olla.

la olla y se debid permitir que se enfrié, para poder abrir la tapa.

procurando que queden completamente cubiertas por el buffer.

Se dejo que la presion de la olla suba a lo maximo, en seguida, se apago

Se introdujo las laminillas en un porta-laminillas de metal dentro de la olla,

Se encendio de nuevo la olla hasta que gane presiéon, se contaron dos

minutos a partir de que salga el vapor y se apago la olla dejando las

laminillas reposar 15 minutos.

Se lavo con PBS (3 veces/5 min).

Inactivacion de las peroxidasas endogenas.

Las laminillas fueron colocdas en una solucién de metanol-H202 al 10% durante

30 minutos a temperatura ambiente

V.

Se lavo con PBS (3 veces/5 min).
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VL.

VII.

VIII.

Xl.

XIl.

Xiil.

XIV.

Alrededor del tejido de interés marcar circulos con el pen PAP.

Permeabilizacion de la membrana.

Se lavo con PBS-Tritdn X-100 0.2% (1 vez/30 min).

Bloqueo de uniones inespecificas.
Incubar las laminillas 1 hora a temperatura ambiente con Suero Fetal de
Bovino 20% en PBS-Triton X-100 0.2%

Primer anticuerpo.

Se incubd el primer anticuerpo durante toda la noche en camara humeda 4
°C. El anticuerpo Anti-NF-KB se diluye 1:100 en PBS-Tritobn X-100 0.2%-
Suero bobino Fetal o bobino al 0.5%

Se lavé con PBS-Triton X-100 0.2% (3 veces/5 min).
Segundo anticuerpo.

Se incubd con el anticuerpo secundario unido a HRP diluido en PBS + 0.5%
Suero Fetal Bovino, durante 1 hora a temperatura ambiente en camara

humeda.

Se lavé con PBS (3 veces/5 min).

Se Incubo con DAB (diluido 1:10 con buffer).

Hasta que se desarrolle el color. Los restos de DAB inactivarlos en una

solucién clorada.

Se lavé con PBS (3 veces/5 min).
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XV. Se contrastdé con hematoxilina durante 1 minuto.

XVI. Se lavé con agua corriente (3 veces/5 min).

XVII. Deshidratacion del tejido.

Etanol 100% (1 vez/10 minutos)

Xileno (2 veces/15 minutos)

XVIIl. Cubrir el tejido con Entellan, procurando no dejar burbujas. (Ventura-

Juérez et al., 2002).

f. Extraccién de RNA

En un tubo de 2 ml de fundo plano se coloc6 una muestra de tejido
guardada en RNA later, se agreg6 400 pL de trizol reagen y se tritulo
durante 5 minutos.

Se centrifugd a 10000 RPM/min mintunos a 4°C durante 10.

Se separ6 el sobre nadante del precipitado colocandolo en un tubo coénico
de 2 ml.

Se agreg6 400 uL de etanol se vortexed rigurosamente durante 30
segundos.

Se paso6 los 800 pL de la mezcla en un tubo con columna.

Se centrifugar por 30 segundos (con los rpm mas altos de la centrifuga)
eliminar el liquido

Se descato el liquido de la columna

Se agreg06 400 pL de la solucion pre-wash y se centrifugé por 30 segundos
y se descarto liquido de la columna.

Se agreg6 700 pL de buffer wash, se centrifugd por 2 minutos. Se descarto
el liquido de la columna

se recentrifug6 por 2 minutos y se descarto el tubo junto con el liquido.
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e Se colocé la columna en un tubo nuevo y agregar 30 pL de agua libre de
nucleasas

e Se centrifugd por 45 segundos

e Se recolecto el ARN Yy se le colocé en hielo

e Se Dividi6 el ARN en dos tubos con 15 L c/u

« Se cuantifico las muestras en BioDrop mLITE:

e Se coloco 1 uL de agua libre de nucleasas como blanco

e Se coloco 1 pL de cada muestra y se anoto6 la concentracion (ng/pL) y
pureza del ARN (260/230) y (260/280).

« Finalmente se almacend -80°C en ultra congelador.

g. Retrotranscripcion de RNA a cDNA

e Se prepard una solucién usando 1 pug de RNA, 1. ul de oligo DT. Se
ajusto a volumen final 12 ul con agua libre de nucleasas.

e Se centrifugd por 10 segundo para obtener el volumen inicial

e Se coloco la solucién en un tubo de eppendorf se llevéd a termociclador
a 65 °C por 5 minutos, al sacarlo se colocé nuevamente en hielo.
e Se prepard la solucion de transcripcién inversa agregando
+ 4 ul de buffer reaccién GoScript™ 5X
+ 1ul inhibidor
+ 2 ul de soluciéon mix de DNTP.

+ 1 ul de retrotrascriptasa
Obteniendo un volumen final de 20 ul

e Se llevé nuevamente el tubo para incubacion al termociclador a 65 °C
por 1hora y 10 minutos.

e Se saco la muestray se guardé -20 °C
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g. Extraccion y cuantificacion de RNA

Se extrajo y cuantifico el RNA para después realizar el PCR en tiempo real.
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La concentracion

Absorbancia

Grupo lote Absorbancia 260/280
del RNA en ng/ul|260/230
1 100 0.604 1.488
2 132 0.912 1.755
Placebo 3 110-4 1.423 1.971
4 124.8 1.545 1.902
5 1363.2 1.799 1.893
1 888.8 0.551 1.601
2 75 0.414 1.516
Tamsulosina 11
348.8 0.736 1.758
Ha/kg
4 745.6 1.572 1.902
5 671.2 1.232 1.873
1 1735.2 2.106 1.852
2 1168.8 1.943 1.824
Tamsulosina 93
1783.2 1.910 1.770
Ha/kg
4 2320.0 1.636 1.255
5
1 355.2 1.175 1.707
2 576 1.358 1.791
Cirrético 3 1408.0 2.120 1.938

Tabla 1. Se observa la concentracion de RNA que se obtuvo en la extraccion.
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