/

UNIUERSIDAD auTonoma
DE aGuUasCcaLlienNTes

CENTRO DE CIENCIAS BASICAS

DEPARTAMENTO DE MORFOLOGIA

TESIS

“Analisis del efecto de la tamsulosina y Lactococcus lactis sobre la
microbiota y en la permeabilidad intestinal en un modelo de cirrosis

hepética en ratas Wistar”
PRESENTA

QFB Silvia Valeria Padilla Garcia

PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRA EN CIENCIAS EN EL AREA DE TOXICOLOGIA
TUTORES:
Dr. Javier Ventura Juarez

Dra. Sandra Luz Martinez Hernandez

INTEGRANTE DEL COMITE TUTORA
Dr. Abraham Loera Muro

Dra. Raquel Guerrero Alba

Aguascalientes, Ags., mayo 2023



M en C. JORGE MARTIN ALFEREZ CHAVEZ
DECANO DEL CENTRO DE CIENCIAS BASICAS

PRESENTE

Por medio del presente como CO-TUTOR designado del estudiante SILVIA VALERIA PADILLA GARCIA
con ID 308210 quien realizd la tesis titulado: ANALISIS DEL EFECTO DE LA TAMSULOSINA Y Lactococcus
lactis SOBRE LA MICROBIOTA Y EN LA PERMEABILIDAD INTESTINAL EN UN MODELO DE CIRROSIS
HEPATICA EN RATAS WISTAR, un trabajo propio, innovador, relevante e inédito y con fundamento en el
Articulo 175, Apartado Il del Reglamento General de Docencia doy mi consentimiento de que la versién
final del documento ha sido revisada y |as correcciones se han incorporado apropiadamente, por lo que
me permito emitir el VOTO APROBATORIO, para que ella pueda proceder a imprimirlo asl como
continuar con el procedimiento administrativo para la obtencidn del grado.

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

ATENTAMENTE
“Se Lumen Proferre”
Aguascalientes, Ags., a 12 de abril de 2023,

Martinez Herndndez
tor de tesis

Dra. Sandra L
Co-

C.C.p.- Interesado
C.C.p.- Secretaria Técnica del Programa de Posgrado

Elaborado por; Depto. Apoyo o Porgrado. Codga: DO-SEE-FO-OY
Revisado por: Depto. Control £scolar/Oepto. Gestide de Cakidad. Actualizacidn: 03
Agrobude par: Depta. Control [scoar/ Degto. Apoyo al Posgrado. Emisidn: 17/05/19



M en C. JORGE MARTIN ALFEREZ CHAVEZ
DECANO DEL CENTRO DE CIENCIAS BASICAS

PRESENTE

Por medio del presente como CO-TUTOR designado del estudiante SILVIA VALERIA PADILLA GARCIA
con ID 308210 nimere quien realizé la tesis titulado: ANALISIS DEL EFECTO DE LA TAMSULOSINA Y
Lactococcus lactis SOBRE LA MICROBIOTA Y EN LA PERMEABILIDAD INTESTINAL EN UN MODELO DE
CIRROSIS HEPATICA EN RATAS WISTAR, un trabajo propio, innovador, relevante e inédito y con
fundamento en el Articulo 175, Apartado Il del Reglamento General de Docencia doy mi consentimiento
de que la versién final del documento ha sido revisada y las correcciones se han incorporade
apropiadamente, por lo que me permito emitir el VOTO APROBATORIO, para que ella pueda proceder a
imprimirlo asi como continuar con el procedimiento administrativo para la obtencién del grado.

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

ATENTAMENTE
“Se Lumen Proferre”
Aguascalientes, Ags., a 12 de abril de 2023.

L)

A/
.%L(Q';__ 2

e R
N

Dr. Javier Ventura Judrez
Co-Tutor de tesis

Elaborada per: Depto, Apoye s Posgrado Cosigo: DOSEE-FOY
Revisado poe: Depto. Control Escolar/Depto. Gestidn de Calidad Actualzacibn: 01
Aprobado per: Depte. Contral Escolar/ Depto. Apoyo al Posgrado. Emiside: 17/05/19



M en C. JORGE MARTIN ALFEREZ CHAVEZ
DECANO DEL CENTRO DE CIENCIAS BASICAS

PRESENTE

Por medio del presente como ASESOR designado del estudiante SILVIA VALERIA PADILLA GARCIA con
ID 308210 numero quien realizd la tesis titulado: ANALISIS DEL EFECTO DE LA TAMSULOSINA Y
Lactococcus lactis SOBRE LA MICROBIOTA Y EN LA PERMEABILIDAD INTESTINAL EN UN MODELO DE
CIRROSIS HEPATICA EN RATAS WISTAR, un trabajo propio, innovador, relevante e inédito y con
fundamento en el Articulo 175, Apartado Il del Reglamento General de Docencia doy mi consentimiento
de que la version final del documento ha sido revisada y las correcciones se han incorporado
apropiadamente, por lo que me permito emitir el VOTO APROBATORIO, para que ella pueda proceder a
imprimirlo asi como continuar con el procedimiento administrativo para la obtencién del grado.

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

ATENTAMENTE
“Se Lumen Proferre”
Aguascalientes, Ags., a 12 de abril de 2023.

Va

Dr. Abraham Loera Muro
Asesor de tesis

thborado por: Depta, Apoyn al Posgraco Codigo: DO-SEE-FO-07
Revinado por; Depto, Comral Excolar/Depto, Gestion e Calldad Actualizacidec 01
Aptcbada per: Depto. Control Escolar/ Dupta. Apoyo ol Posgrado Emivon: 17/05/19



M en C. JORGE MARTIN ALFEREZ CHAVEZ
DECANO DEL CENTRO DE CIENCIAS BASICAS

PRESENTE

Por medio del presente como ASESOR designado del estudiante SILVIA VALERIA PADILLA GARCIA con
ID 308210 numero quien realizd la tesis titulado: ANALISIS DEL EFECTO DE LA TAMSULOSINA Y
Lactococcus lactis SOBRE LA MICROBIOTA Y EN LA PERMEABILIDAD INTESTINAL EN UN MODELO DE
CIRROSIS HEPATICA EN RATAS WISTAR, un trabajo propio, innovador, relevante e inédito y con
fundamento en el Articulo 175, Apartado 1l del Reglamento General de Docencia doy mi consentimiento
de que la versién final del documento ha sido revisada y las correcciones se han incorporado
apropiadamente, por lo que me permito emitir el VOTO APROBATORIO, para que ella pueda proceder a
imprimirlo asi como continuar con el procedimiento administrativo para la obtencion del grado.

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

ATENTAMENTE
“Se Lumen Proferre”
Aguascalientes, Ags., a 12 de abril de 2023.

c.c.p.- Interesado
¢.Cc.p,~ Secretaria Técnica del Programa de Posgrado

Elaborado por: Depto. Agoyo al Pogrado. Codgo: DO-SEEFO-07
Revisado por: Degeo. Coetrel Escolar/Depto. Gestidn de Calidad. Actualizacion; 01
Apcobado por: Depto. Control Escolar/ Depto, Apoyo al Posgrado. [rriyion: 17/)05/19



m DICTAMEN DE LIBERACION ACADEMICA PARA INICIAR LOS TRAMITES DEL EXAMEN DE

GRADO
LMUERSON0 JUTONCMa
O aouescaenTes
Fecha de oictaménacion od/mm/ea:___ 05/04/2023
NOMBRE:  Silvia Valeria Padifia Garcla ID aay
LGAL (¢l
PROGRAMA: Maestria en Ciencias dreas Blotecnologla Vegetal o touicologa pesgrado): Tonicologis
TIPO DE TRABAJO: ( X ) Tesis ( ) Trabajo practico
TITULO: wumaumvmlmweum-!mhammummaummmnmmnu
(o] € 31 CO/ 0 e Pars darmin
IMPACTO SOCIAL (sefialar el impacto logrado): WLestinal gue se presents en e cheross hepitics

INDICAR SI/NO SEGUN CORRESPONDA:

Elementas para B revisidn ac3démica a8l tratizfo o 1esis o tral prictico:

S1 Eltrabajo es congroente con las LGAC del programa de posgrado

SI La problemdtica fue aboedada desde un esfoque multidiscipinario

S1 Existe coherencia, continuidad y crden Kgico del tema central can cada apartads

S1 Los resuitados del trabajo dan resp a s pi de gacicn o a lapr que aborda

S Lot reduitadon presentados en ol trabajo son de gran red ia clentfca, {ogica o profs segun el area

Sl Eltrabajo demuestra mis de una apartackdn original 3l conocimiento de su drea

S Las aportaciones resperden & los problomas gricritation del pals
NA Generd transt el imiento o gk

£ egresado cumple con 2 SigueNe:

S1 Cumple con 1o 1efalsdo por al Reg) oG I el

s1 Cumple con los requisttos sedalados en el plan de {créditos iculares, hidades cormpd s, astancia, pradoctorl, otc)
st Cuenta con los vortos agrobatorios del comvté tutaral, en caso e los pasgradas profesionales o Uene sofo tutorpodra liberar solo el tutor
NA Cuenta con la carta de satisfaccide del Usuario

S1 Coincide zon ¢ thula y abjetve registzade

S Tiene congruencia con cuerpas scadémicos

S Tune ¢l SVU del Conacyt actualizado
NA Twene el articdo sceptado o publicado y cumple con Ios requisitas institucionales (€9 case que geconda)

£n caso de Tesis por artius clentiicos pudicados:
NA Aceptacicn o Publcacion de Jos articuios segdn el nivel del prograra
NA B estudiante s el prime: acter
NA El ator de coerespondencia es el Tutar del Nicleo Asacimico Bisko
NA En los artiodos se ven reflejados jos objetives de 4 tesis, ya Gue son producto de este trabao de investigacicn.

NA Les articules imegran kot capitulcs de fa tesis y se presentan en el idloma en que fueran pudicados
NA 18 aceptacidn o publicaciin de fos artitulos en revistas Indexadas de alto impacto

Con base a estos criterios, se sutcriza se continden con los trdmites de titulacion y programacidn cel examen de grado

FIRMAS

Elaboré:
* NOMSRE ¥ FIRMA DEL CONSEARO SEGUN LA LGAC DE ADSCRIPCION:

NOMDRE Y FIRMA DEL SECRETARIO TECNICO:

© 18 G1e du corficna Ge wheresed, Temark on reviai sverbes def NAB de lo LOAL comtespondionic datmta
Revisé:
NOMERE Y FRMA DEL SECRETARIO DE INVESTIGACICN Y POSGRAZO:

Autorizé:
NOMBRE Y RRMA DEL DECANC:

Noto: procede ef trémite poro el Depto, de Apoyo of Posgrodo
n - ol s 108C el Regl Gereral e Doventis gue o 1 betse sl ovien las Ancianes del Comep Acedirmico . ©
bl Sewretatio Féumen, Bevar of segurricals de los dumaes

s eficncis tarmned def programa e poagrada y of Art. 1257 s fanciones

Cidgo: DOSLLPD38

Reviiade part D Contred Esinla /0. Gestbin de Cabine Achuabteckn: 01
Lovsetn: 20/08/39



AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Cienciay Tecnologia (CONACYT) por el financiamiento para llevar

a cabo el posgrado.

A la Universidad Autonoma de Aguascalientes y al Centro de Ciencias Bésicas, por
brindarme el espacio y las herramientas para el desarrollo de mi proyecto.

Al Bioterio de Crianza e Investigacion Cientifica de la Universidad Autonoma de
Aguascalientes, a la encargada MVZ Karen Estefany Sanchez Herndndez y MVZ Brenda
Veronica Marquez Hermosillo por el apoyo y capacitaciones para el manejo de animales de

investigacion durante el desarrollo del proyecto.
A mi comité tutoral, por el aprendizaje y apoyo.

Dra. Sandra Luz Martinez Hernandez, por su ensefianza y apoyo incondicional durante el

proyecto, asi como por recibirme con calidez en el laboratorio.

Dr. Javier Ventura Juarez por su ensefianza, paciencia y retroalimentacion durante la

realizacion del trabajo.
Dr. Abraham Loera Muro por su apoyo y aprendizaje en la realizacion del proyecto.
Dra. Raquel Guerrero por las aportaciones y apoyo durante el proyecto.

Dr. Martin Humberto Mufioz Ortega y Dr. Manuel Enrique Avila Blanco, por el apoyo y

aprendizaje para la realizacion del proyecto.

A mis comparieros Marisol Pacheco Sanchez, Samson Solei y Roberto de Jesus Buendia

Delgado por el apoyo y motivacién desde el inicio del proyecto.



DEDICATORIAS
Con todo mi carifio a mis papas Silvia Garcia Falcon y Gerardo Martin Padilla, por creer en
mi, y apoyarme en esta etapa que fue de las mas importantes en mi vida tanto profesional y

personal, por su amor y apoyo incondicional.
A mi hermano Gerardo Salvador Padilla Garcia, por apoyarme en la distancia y por tu carifio.
A mi tia Carmelita por su carifio y bendiciones siempre.

A el amor de mi vida Juan Nava, por acompafiarme y apoyarme incondicionalmente en esta

etapa tan bonita, por todo tu amor y comprension siempre, te amo.



INDICE GENERAL

I Nl =10 01U @01 (@] N IS 10
1.1 INTESTINO: ESTRUCTURA Y COMPOSICION .....ccuvuveveeeeeeeieirureeeeeeesesisseeeseseseissssssesesssessssssssseseessessssssessesssesssssssens 12
2. AFECTACION INTESTINAL DURANTE LA CIRROSIS HEPATICA.....ccccooveeein.. 15
2.1 COMUNICACION EJE INTESTINO-HIGADO . ...ceeeieiiirrreieeeeeieitereeeeeeeiesbaseeeseeesessssseeeseessessssssessesssesssssessesssessssssesees 15
2.2 ALTERACION DE LA PERMEABILIDAD INTESTINAL «.uuvvvreeeeeeieurereeeeeeeiesssseeeseeeiesssreessesesmsssssssssesssemsssssseesssesssssssees 17
2.3 CAMBIOS EN LA COMPOSICION DE LA MICROBIOTA INTESTINAL...uuuuuuuununnnnnnnnnnnnnsnnnnsnnnnnnnnnnnnnsnsnnsnnnnnsnsnnssssnnsnssnnnnnns 19
2.3, DISDIOSIS. e eeeesieesssssssssssssssssrnssibonnnnnnnnnnnnnnnnnnnnseses sibuuNNNNNNNNNNNNESrcc o0 sossssssssssssnsssssssssssssssns
2.3.2 Translocacion bacteriana
2.3.3 Inflamacidn intestinal como consecuencia de la cirrosis hepdtica
3. FARMACOTERAPIA ACTUAL PARA LA CIRROSIS HEPATICA .....coooooovieeeeee, 24
3.1 ANTAGONISTA DEL RECEPTOR ALDOSTERONA ....uuutvrrreeeieieurerreeeeeeiessssseeeseeesessssesesesesemsssssessesssemsssssssssessesnsssssees 24
3.2 BETA BLOQUEADORES ADRENERGICOS. .vvvvveeeeeeiisurareeeeeeeiisrereeeseeesesssssseeseeesssssssssssesesemssssssssesssemssssssssssseesssssseees 25
3.3 ESTIMULADORES DEL TRANSITO INTESTINAL.c..ceieuvrrrreeeeeeieurereeeeeeesasssseeeseeeiessssesesesesemsssssssseessesssssssssesssesssssssees 26
N =] o 1 ol P 26
4. NUEVAS PROPUESTAS DE TRATAMIENTO PARA LA CIRROSIS HEPATICA........ 28
.1 ANTIOXIDANTES ..eeeeeieuurrreeeeeeeseirsreeeseeesassssesesesesaasssasesesssenssssssssesssemssssssssesssesssssssssssseesssssssseessessmssnsseseeeenn 28
4,2 ALFA-BLOQUEADORES ...vvvveeeeeeieursreeeseeesessssseeseeesessssssessesssensssssssesssenssssssssesssesssssssssesseessssssssessseesesssnsseseeeenn 29
QIBUIRREBIOTICOS .evceesaennnenneeesessesarenaslonanasannannnnees s uuuuuuNNINIE L iieeenannnanenanannneres NNNRONNNNL 30
W2 C 30 B o [ {0 Yoo Yoot KN Lo [of £ KOO USSP 31
5. JEENEEICACION ....cooevveeeeeeeeasrenen I ..........oveeeeerrereeseeransrerennseree. ... 33
GIE T S O SR (- 34
FALS 2 )= 1 (V4GNS S 34
WG ENERVAL ... OO RN LU DU U ... SO 34
7.2 ESPEGIEICOSIIIEG. ... .ot iueearsrarreeeisesersrernresaressssrarnreseressnsnantaeasaanansnansneeene s o NS 34
8. MET AS . ., et e e veve s Do . O ... 34
9. MATERIALES Y METODOS. ..o oo oottt ettt ettt 35
9.1 IVIODELO ANIMAL «.uvtvvveeeeeeeieurereeeeeeesassaseeeseeesassssseeesesesasssssssssesssesssssssssesssessssssssseessensssssseeessemmsssssseeeseeennnns 35
9.2 MODELO DE INDUCCION DE CIRROSIS HEPATICA CON CCL4 EN RATAWISTAR ooiiiiiiiiiiiiiiiiieccceceeeeeeeeeeeeeee, 35
9.3 TRATAMIENTO CON TAMSULOSINA Y L. LACTIS «evvvutuueeeeeeeeetsriieeeseeeeessuneeesessssssnnaesessssssssnnaeeessssssssnneeesessssssnnneeseees 36
9.3.1 Condiciones de cultivo para LACtOCOCCUS IACLIS .........uuueeeeeeceiivieeeeeeeeciieeee e e eeeccteree e e e e e sccsareaaaeeea 36
9.4 EVALUACION DE LA ALTERACION DE LA PERMEABILIDAD INTESTINAL EN EL MODELO DE CIRROSIS HEPATICA EN RATA WISTAR
...................................................................................................................................................................... 37
9.4.1 Estudio histopatoldgico del iNteStiNO GrUESO ...........ceeecuveeeeeeireesiieeeesiieeeeetteeesceeeessteaessseeeesseeaeas 37
9.4.2 Andlisis de Inmunofluorescencia para la deteccion de ZO-1, Ocludina y Claudina-2 en intestino
GIUEBSO. ... e e e s s s s s s e s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s ss s s s s s sssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssesssnsssnsnsnsnnns 38
9.4.3 Andlisis por RT-qPCR para ZO-1, Ocludina, Clauding-2 y MUQC2.............cccceouveesceeeeeciiaeecceeaesrenann. 39
9.4.4 RetrotranscCripCion d@ ARN ...........ooee oottt e e e e e ettt e e e e e e e ettt e s e e e e eeessstsaraaaaeeaaas 39
9.4.5 Andlisis POr PCR €N tI@MPO FEQI..........c....uueeeeeeeeeeeeieeeeeeeeeseettee e e e e eeetteaaa e e e e ettt e e e e eeesissaseaaaaeeaas 40



9.4.6 Andlisis por Western blot de la expresion de ZO-1, Ocludina y Clauding-2.................cccccovuveeeuneen.. 41

9.5 EVALUACION DE LA TRANSLOCACION BACTERIANA (TB) c..vieiriiniiieriieeniiiesieesiteesteesiteesireesiteesiseesseeesaseesseeesssessseeas 43
9.5.1 Andlisis microbioldgico para detectar la presencia de bacterias en GLM, higado y bazo............... 43
9.5.2 Deteccion de ADN bacteriano en muestras de SANGIe ............cocuvevcueeneeeneeesieesieesieesee e 43
9.5.3 Deteccion de endotoxina (LPS) en muestras de sangre mediante el método LAL...............cccccuu... 44

9.6 EFECTO DE LA TAMSULOSINA Y L.LACTIS SOBRE LA COMPOSISICION DE LA MCIROBIOTA INTETSINAL EN EL MODELO DE

CIRROSIS HEPATICA. 1euuvteureesuteesuteesuseesssessseeessseesseeesssesssesesssssnsesesssesssssesssesssesesssesssseesssesssseesseessseesseenseeessseesses 45
9.6.1 Extraccion de ADN de MQAteriQ fECAI...........ooucuiieeoueeeeesieeeeeiieeecee e steeee st e es e e ettt a e estaaaesnaeaeas 45
9.6.2 Andlisis de Secuenciacion de NUEVA GENEIACION...............eeeecureesieeeeesirieeeeiireesieeeeesseseesisesaesireeaans 45
9.6.3 Andlisis de datos CON QUIME 2.......ccueeeuvvesieesiiesieesit et esittesieestttesteesiteesteesiteessaesssesssseesssessaneens 46

9.7 ANALISIS ESTADISTICOS ...uvvteureeuetesiressuttesiteessetesireessetessaessnetesiaesametessaesabe s e sanesbesessaesane s e saneesmaeesaneesnaeesaneennnees 46

10JRESULTADOS. ..ot iereeniiereesitneressisnesesssssesenss s il UTIOUNNRRRRNNIIINC.- ... .. ..., .4 ¢ceesseseeeessanennesses a7

10.1 EFECTO DE LA TAMSULOSINA Y L. LACTIS SOBRE LA PERMEABILIDAD INTESTINAL EN EL MODELO DE CIRROSIS HEPATICA EN

RATAS WISTAR ...ttt euteeeuteeeiueesuteeeiseesssesasseeastesasseesssesanseesnsesanseesasesanseesnsesansessnsssensessnsessnsessnsesensesssesnnsessnseesnsesans 47
10.1.1 Andlisis cualitativo de la expresion de proteinas involucradas en el mantenimiento de la
permeabilidad intestinal: ZO-1, Ocludina y Claudina-2 en muestras de intestino grueso ....................... 48
10.1.2 Evaluacion de la expresion génica de las proteinas de union estrecha: ZO-1, Ocludina y Claudina-
2 €N MUESLIAS A€ INTESLINO GIUEGSO .......uvveieeeeeeeiieiieeeeeeeectteee e e e e ettt eeeeeesssssesaaassessisssssaaassasssssssesaeanesas 49
10.1.3 Andlisis por Western blot de las proteinas de unién estrecha: ZO-1, Ocludina y Claudina-2 en
MUESEIAS A€ INTESTINO GIUEBSO ...ccceeeeeeieieeee e et e e e e ee sttt e e e e e et ettt e e e e e esssastesaaeeeesssssessaaasenssnssssesaeaanias 51

10.2 EFECTO DE LA TAMSULOSINA Y L. LACTIS SOBRE LA TRANSLOCACION BACTERIANA EL MODELO DE CIRROSIS HEPATICA EN

RAMASINVISTAR v venuennnesseasacssaserassrassseesshonnnansnonnesnaenss  NNNRNNNNN. | L0000 51
10.2.1 Andlisis microbioldgico para la deteccion de bacterias en GLM, Bazo e higado........................... 51
10.2.2 Deteccion de endotoxinas bacterianas mediante la prueba de amebocitos de Limulus
POIYPRCINIUS (LAL) ...ttt e et e e e e e ettt e e e et e e e e tsaaaeasaaaeaatsaaeesssaaaassssaaaassssenssees

10.2.3 Deteccion de ADN bacteriano en muestras de sangre
10.3 EFECTO DE LA TAMSULOSINA Y L. LACTIS SOBRE LA COMPOSICION DE LA MICROBIOTA INTESTINAL EN EL MODELO DE

CIRROSIS HEPATICA EN RATAS WISTAR: ANALISIS METAGENOMICO «...eeeeuerererireeeeniieeesnureeesaureeeesseeesssssaeesaseeesssseeesanns 56
10.3.1 Métricas de secuenciacion y estructuras generales de la comunidad bacteriana ........................ 56
10.3.2 Diversidad bacteriana en el inteStinO GIrUESO ...........cccueeeeecueeeeesiieeeeiieeeseieeeesiieeessieaesssseaessseeaens 56
10.3.3 Composicion de la comunidad BACLEIIANG ............ccoeeeeveeeiiiieeeiiieeeecieeeecteeeeseeeessteaeeeaaaeesreeaeas 57

LI DISCUSION ..ottt 62
12 CONCLUST N ... ... cc0:ctoeseesesoresssoconsnannesansensnsnnsesss o SR ... 67
L3 BIBLIOGRAFTA ..ottt 68
LA ANEXOS ..o e e 81



INDICE DE TABLAS

Tabla 1: Anticuerpos primarios y secundarios utilizados para inmunofluorescencia. ..................... 38
Tabla 2: Reactivos para mezcla de reaccion para la sintesis de ADNC..............cocooiiiiiiiiiii 40
Tabla 3: Condiciones del termociclador para sintesis de ADNC...........ccocooiiiiiiiiiiiiii 40
Tabla 4: Condiciones utilizadas para la gPCR. ... 41
Tabla 5: Secuencia de oligonucle6tidos utilizados para evaluar la expresion de ZO-1, ocludina,

ClAUAING-2, Y MUGC2. ... 41
Tabla 6: Anticuerpos primarios y secundarios utilizados para Western blot.....................ccoceov 42

Tabla 7: Secuencia de oligos utilizados para la pcr en punto final para muestras de suero de sangre
(o LI E R 4 W o0 - PP RP 44

Tabla 8: Analisis microbiol6gico para la deteccion de bacterias en GLM, bazo e higado de los
diferentes grupos eXPErTMENTAIES. ... ..ot 53



INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Anatomia del intestino delgado Y grueso...........cccocoiiiiiiiiiiiiiec 12
Figura 2. Conte transversal del iNteStiNO...............cccooviiiiiiiiiiiiec e 13
Figura 3. Estructura del inteStino. ... 14
Figura 4. Comunicacion del eje intestino e higado..................ccooiiiiiiciciccc 16
Figura 5: Rol de las proteinas de unién estrecha en el estado de salud. ............................... 18
Figura 6: Composicion de la microbiota intestinal.......................cocooooiiiiic 20
Figura 7: Estructura quimica de la espironolactona. ..................cccccoveiiiiciiiiicceen 25
Figura 8: Estructura del carvedilol. ... 26
Figura 9: Estructura del ciprofloXacino................cccoooiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 27
Figura 10: Estructura quimica y principales fitoconstituyentes de la circuma. ................... 28
Figura 11: Representacion esquematica de la estructura molecular de la tamsulosina....... 30
Figura 12: Esquema del protocolo de induccidn de cirrosis hepética y del tratamiento
UtTHREEEIER . ...........................cococoenecrccniencnnenreeereser o v veeeee e ccaneserereeeeer. ... 36
Figura 13: Analisis histopatoldgico de intestino grueso de los diferentes tratamientos...... 47
Figura 14: Analisis por inmunofluorescencia de las proteinas de union estrecha en
MUESEras de INTESTINO GIUBSO. .......viiiiiiiii it 49
Figura 15: Efecto de los tratamientos L. lactis y tamsulosina sobre la expresion de ZO-1,
ocludina, clauding-2 y MUGC-2. ... 50
Figura 16: Analisis por western blot de ZO-1, ocludina y claudina-2 en muestras de
intestino grueso de 10S grupos de tratamiento. ..o 52
Figura 17: Deteccion de endotoxina bacteriana en muestras de suero a través del método
o, T | 54
Figura 18: Identificacién de adn bacteriano en muestras de sangre mediante PCR. ........... 55
Figura 19: Analisis de rarefaCCiOn. ... 56
Figura 20: indices de diversidad alfa y beta de las comunidades bacterianas. .................... 59

Figura 21: Perfiles de comunidades bacterianas en intestino con base a los ASV’S
(Secuencias Variantes de AMPHCON). ..........cooiiiiiiiiccccceee e 61



ACRONIMOS

ADH: Alcohol-deshidrogenasa

ADN: Acido desoxirribonucleico
AGCC: Acidos grasos de cadena corta
ALDH: Aldehido-deshidrogenasa
ALT: Alanina aminotransferasa

APC: Células presentadoras de antigenos
AST: Aspartato aminotransferasa

BA: Acidos biliares

BAL: Bacterias acidas lacticas

CCla: Tetracloruro de carbono

DNA: Acido desoxirribonucleico

EH: Encefalopatia hepatica

FAE: Epitelio asociado al foliculo
FDC: Células dendriticas foliculares
GALT: Tejido linfoide asociado a intestino
GLM: Ganglios linfaticos mesentéricos
GRAS: Generally Recognized As Safe
HPB: Hipertrofia prostatica benigna
ICC: Infusion cerebro corazon

IgA: Inmunoglobulina A

1gG: Inmunoglobulina G



IL: Interleucina

ILF: Foliculos linfoides aislados

INF-y: Interferon gamma

JAM: Moléculas de adhesion de la union
K: Potasio

LAL: Lisado de Amebocitos Limulus
LIA: Agar Lisina Hierro

LPS: Lipopolisacaridos

L. lactis: Lactococcus lactis

LTA: Acido lipoteicoico

MDP: Muramildipéptido

MIO: Moatilidad.indol.ornitina

MUC: mucina-glicoproteina

Na+: Sodio

OD: Densidad Optica

OMS: Organizacion Mundial de la Salud
PAMPs: Patrones moleculares asociados a patdgenos
PBE: Peritonitis bacteriana espontanea
PGN: Péptidoglicanos

P1: Permeabilidad intestinal

PP: Placas de Peyer

PRR: Receptores de reconocimiento de patrones



PVDEF: Polifluoruro de vinilideno

ROS: Especies reactivas de oxigeno

SB: Small bowel — intestino delgado

SBI: Sobrecrecimiento bacteriano intestinal
SUAVE: Sistema Unico Automatizado para la Vigilancia Epidemioldgica
Sx: Sindrome

TB: Translocacion bacteriana

Th: Células T helper

TJ: Tight junctions — Proteinas de unién estrecha
T/L. lactis: Tamsulosina/Lactococcus lactis
TLR: Receptores tipo Toll

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa

TSI: Triple azlcar hierro

Tx: Tratamiento

UFC: Unidades formadoras de colonias

Z0-1: Zonula Occludens-1 protein



RESUMEN

La cirrosis hepatica es un problema de salud a nivel mundial. El dafio por la cirrosis
provoca alteraciones del eje intestino-higado, induciendo dafio en la barrera intestinal,
cambios en la composicion de la microbiota y translocacion bacteriana, factores que destacan
en la patogenia de las frecuentes infecciones bacterianas en la cirrosis. En la actualidad,
gracias al desarrollo de modelos experimentales de cirrosis hepatica se ha desarrollado
diversas propuestas de tratamiento, por lo cual el objetivo de este estudio fue analizar si la
tamsulosina y Lactococcus lactis tienen efectos benéficos sobre la microbiota y
permeabilidad intestinal en un modelo de cirrosis hepatica inducida por CClas. Se trabajé con
ratas macho Wistar de 200-300 g a las cuales se indujeron a cirrosis mediante la
administracion intraperitoneal de CCls (0.4g/kg/animal) durante 4 semanas. El tratamiento
de tamsulosina (0.8 mg/kg/dia) y L. lactis (1x10° células/ml/dia) de forma individual o
combinada fue por via oral durante 2 semanas. Después del tratamiento, las ratas fueron
sacrificadas y se obtuvieron muestras bioldgicas para la evaluacion de la permeabilidad
intestinal, translocacion bacteriana, modificacion de la microbiota intestinal, asi como la
histopatologia del intestino. Los resultados obtenidos muestran que los grupos tratados con
tamsulosina y L. lactis administrada de forma individual o combinada presentaron mejora en
la estructura histoldgica del intestino y menor disrupcion del epitelio intestinal. Respecto a
la expresion de las proteinas involucradas en la permeabilidad intestinal (ZO-1, Ocludina y
Claudina-2) y MUC-2, se observd que el tratamiento L. lactis incrementa ZO-1 y Claudina-
2, mientras que Ocludina y MUC-2 se observa incremento en los grupos L. lactis y T/L.
lactis, sugiriendo que el tratamiento disminuye el dafio sobre la mucina y permeabilidad
intestinal durante la enfermedad. En la evaluacion de translocacion bacteriana no se detecto,
LPS, DNADbac en la circulacion sistémica, ni bacterias translocadas en diferentes 6rganos
(GLM, bazo e higado), indicando que el tratamiento de forma individual y combinada evita
el paso de bacterias a sitios extraintestinales. Asi mismo, en la evaluacion de la composicion
de la microbiota intestinal el tratamiento con L. lactis de manera individual y combinada T/L.
lactis, mostraron una reduccion de las modificaciones de la microbiota intestinal. En
conclusion, el tratamiento con tamsulosina y L. lactis muestra un efecto terapéutico sobre la

afectacion intestinal presente durante la cirrosis hepatica.



RESUMEN EN INGLES

Liver cirrhosis is a global health problem. The damage caused by cirrhosis causes
alterations in the intestine-liver axis, inducing damage to the intestinal barrier, changes in the
composition of the microbiota and bacterial translocation, factors that stand out in the
pathogenesis of frequent bacterial infections in cirrhosis. At present, thanks to the
development of experimental models of liver cirrhosis, various treatment proposals have
been developed, for which the objective of this study was to analyze whether tamsulosin and
Lactococcus lactis have beneficial effects on the microbiota and intestinal permeability in a
CCly induced liver cirrhosis model. Male Wistar rats weighing 200-300 g were induced to
cirrhosis by intraperitoneal administration of CCls (0.4g/kg/animal) for 4 weeks. Treatment
of tamsulosin (0.8 mg/kg/day) and L. lactis (1x10° cells/ml/day) individually or in
combination was orally for 2 weeks. After the treatment, the rats were sacrificed and
biological samples were obtained for the evaluation of intestinal permeability, bacterial
translocation, modification of the intestinal microbiota, as well as histopathology of the
intestine. The results obtained show that the groups treated with tamsulosin and L. lactis
administered individually or combined presented improvement in the histological structure
of the intestine and less disruption of the intestinal epithelium. Regarding the expression of
the proteins involved in intestinal permeability (ZO-1, Occludin and Claudin-2) and MUC-
2, it was observed that the L. lactis treatment increases ZO-1 and Claudin-2, while Occludin
and MUC -2 an increase is observed in the groups L. lactis and T/L. lactis, suggesting that
treatment decreases mucin damage and intestinal permeability during illness. In the
evaluation of bacterial translocation, LPS, DNAbac in the systemic circulation, or bacteria
translocated in different organs (MLG, spleen and liver) were not detected, indicating that
individual and combined treatment prevents the passage of bacteria to extraintestinal sites.
Likewise, in the evaluation of the composition of the intestinal microbiota, treatment with L.
lactis individually and combined T/L. lactis, showed a reduction in the modifications of the
intestinal microbiota. In conclusion, treatment with tamsulosin and L. lactis shows a

therapeutic effect on intestinal involvement present during liver cirrhosis.



1. Introduccién
La cirrosis hepética es una enfermedad con consecuencias importantes para el organismo,

ésta se desarrolla por diferentes afectaciones hepaticas que propician el proceso inflamatorio.
Durante la cirrosis hepatica los pacientes exhiben distintas caracteristicas de disfuncion
intestinal lo que a su vez pueden contribuir al progreso de las complicaciones de la propia
enfermedad y tener un impacto en el estado de salud del paciente (Kalaitzakis, 2014). Las
alteraciones que se presentan de forma frecuente en el intestino durante la cirrosis hepética
son la alteracion en la permeabilidad intestinal, translocacion bacteriana y procesos de
endotoxemia, al mismo tiempo un sobrecrecimiento bacteriano provocando un cambio en la
conformacion de la microbiota comensal proceso denominado disbiosis (Rose et al., 2021).
Tanto la endotoxemia como la dishiosis estan implicadas en la muerte directa de los
hepatocitos, infecciones e inflamacion sistémica y vasodilatacion que contribuye a la

descompensacién aguda y fallo organico (Trebicka et al., 2021).

Por lo general, los tratamientos utilizados para la cirrosis tienen como objetivo regular
las propias complicaciones hepaticas. Los farmacos cotidianamente recomendados son por
ejemplo los antagonistas del receptor de aldosterona como la espironolactona que
promueven la excrecion de agua y sodio (Carone et al., 2017), los beta bloqueadores como
el propanolol, nadolol, y carvedilol los cuales mejoran el flujo de sangre y disminuyen la
presion arterial (Oliver et al., 2019), aquellos que regulan el transito intestinal ya sea por
estrefiimiento o diarrea como lactulosa y rifaximina (Ford et al., 2018; Mueller-Lissner &
Wald, 2010) y por ultimo los antibiéticos como cefotaxime, ceftriaxona, y ciprofloxacino,
los cuales se administran cuando el paciente desarrolla ascitis y endotoxemia bacteriana
(Zhang et al., 2018). Sin embargo, ninguno de estos tratamientos esta enfocado en evitar o
prevenir las alteraciones intestinales que con llevan a la disbiosis, alteracion de la

permeabilidad del intestino e inflamacion, sin dejar a un lado la afectacion hepatica.

La tamsulosina pertenece a una clase de medicamentos denominados alfa bloqueadores,
su funcion antagonista es sobre los receptores alfa, dichos receptores se encuentran en
masculo liso, y principalmente es usado para sintomas del tracto urinario asociado a la
hipertrofia prostatica benigna y prostatitis cronica (Dunn, et al, 2002). En la actualidad se

han investigado nuevos enfoques terapéuticos de la tamsulosina, donde se ha visto un papel
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importante de este fArmaco en la disminucidn de la expresion de factores pro-fibrogénicos en
modelos de raton con obstruccion ureteral unilateral (Zuo et al., 2020), asi mismo se ha visto
que este farmaco puede mitigar el estrés oxidativo y la respuesta inflamatoria en la nefropatia
diabética (Sun et al., 2021). Por ultimo, se ha visto que la tamsulosina ha tenido efectos
favorables en la disminucion de la fibrosis, en la remodelacion del parénquima hepético y
ademés efectos antioxidantes, esto observado por nuestro grupo de trabajo realizando
modelos de rata con cirrosis hepatica inducida con CCL4 (Soleil et al., 2022). No existe
evidencias del efecto de la tamsulosina sobre el dafio intestinal que se presenta durante la
cirrosis hepética, por lo cual es probable que este farmaco pueda ayudar a mitigar algunas

complicaciones intestinales asociadas con la cirrosis.

Por otro lado, el uso de probidticos en el tratamiento de las enfermedades hepaticas
desempefia un papel importante, debido a su efecto modulador en la microbiota intestinal, al
disminuir las endotoxinas e inhibe la adherencia de bacterias (G. Romero, 2016b), al regular
la permeabilidad intestinal y la respuesta inmunolégica, por esa razon pueden ser eficaces en
el tratamiento y prevencion de las complicaciones intestinales causadas por la cirrosis
(German Soriano et al., 2013). De tal modo que la modulacién de la microbiota y la
permeabilidad intestinal parece ser una herramienta prometedora para un nuevo enfoque

terapéutico y de prevencion de la cirrosis y sus complicaciones.

En la actualidad gracias al desarrollo de modelos experimentales de cirrosis hepética
se ha podido evaluar diversos parametros clinicos de la enfermedad, y con ello desarrollar
diversas propuestas de tratamiento, por lo que en este trabajo se analizo si la tamsulosina y
Lactococcus lactis tienen efectos benéficos sobre la microbiota y permeabilidad intestinal en

un modelo de cirrosis hepatica inducida por CCla.
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1.1 Intestino: Estructura y composicion
El intestino es un érgano cuyas funciones son indispensables en el organismo y porta

el revestimiento epitelial méas amplio del cuerpo, que, a su vez funge como intermediario
entre el medio interno y externo del organismo. Ademas, su funcion es continuar con el
proceso de digestion y absorcidn selectiva de productos como agua, vitaminas, aminoacidos,
carbohidratos, grasas y los distintos electrolitos, ademas de ser clave para el metabolismo de
dichos nutrientes (Guyton & Hall, 2011). El intestino se conforma por el intestino delgado
que a su vez tiene tres porciones (duodeno, yeyuno e ileon) y el grueso (ciego, colon y recto)
(Fig. 1) (Fox et al., 2011). El intestino delgado desarrolla una gran parte de la absorcién de
nutrientes. En el duodeno, el alimento triturado en el estomago se mezcla con el jugo
pancreatico y bilis, que ayudan a facilitar la digestion; el yeyuno cuenta con una estructura
Optima que agiliza la absorcion de los nutrientes y de casi todos los minerales; en el ileon es
donde se lleva mejor la absorcion de vitamina B2 y acidos biliares. Respecto al intestino
grueso, sus funciones principales son de absorcion de agua y algunos electrolitos para formar
las heces y almacenamiento de materia fecal hasta la excrecion. La deshidratacion del quimo
se lleva a cabo en el colon, se dice que reduce el volumen de agua (1000-1500 ml hasta 100

a 200 ml) y que finalmente es expulsado por el recto (Jameson et al., 2018).

grueso

Colon transverso

\ 5
Colon ascendente —— Duodeno

Colon descendente Yeyuno

— Tleon

A

Figura 1: Anatomia del intestino delgado y grueso. El intestino delgado se conforma por duodeno, yeyuno e
ileon, mientras que el intestino grueso se conforma por el ciego, colon (ascendente, transverso y descendente)
y recto (figura creada en BioRender.com, acceso 17/ene/2023).
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Asi mismo, la pared del intestino est& constituida por capas perfectamente definidas
que ayudan a realizar las diferentes funciones de cada porcion; esta formada de fuera hacia
dentro por las siguientes capas: serosa, capa muscular lisa longitudinal, capa muscular lisa
circular, submucosa y mucosa, ademas, la zona mas profunda de la mucosa contiene fibras
de musculo liso (muscularis mucosae), indispensable para realizar las funciones motoras
gastrointestinales (Fig. 2) (Guyton-Hall, 2011:Gomez-Cortés et al., 2015).

Serosa

S\ Misculo circular
/ Maisculo
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‘___;g—-— Submucosa
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epitelial
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- Muscularis
| A mucosae
e 0 Glinduk

mucosa

Plexo nervioso
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’ Glindula

RN submucosa
44— Mesenterio

Figura 2. Conte transversal del intestino. La pared del intestino se forma de fuera a dentro por las siguientes
capas: 1) serosa; 2) capa muscular lisa longitudinal; 3) capa muscular lisa circular; 4) submucosa y 5) mucosa.
Modificada de Guyton-Hall, 2011.

Ahora bien, la mucosa forma la barrera intestinal, y anatdbmicamente se conforma por
distintos componentes: capa de moco, monocapa de células epiteliales, lamina propia y capas
musculares (Salvo-Romero et al., 2015). La capa de moco se encuentra en contacto con los
microorganismos, ademas, el grosor de estd es diversa en los distintos segmentos del
intestino, aunque es mayor donde se encuentra la microbiota residente como lo es en el ileon
y el colon. La monocapa de células epiteliales es conformada por enterocitos, células Goblet,
células de Paneth y células madre intestinales, que se mantienen unidas gracias a complejos

proteicos que protegen y brindan integridad estructural a la barrera epitelial. Estas proteinas
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se clasifican en tres grupos importantes los cuales son: proteinas de uniones estrechas, de
uniones de anclaje y de uniones comunicantes (Villanueva et al., 2021). Las proteinas de
uniones estrechas son primordiales en el mantenimiento de la barrera y polaridad epitelial,
esto restringe la difusion de iones y translocacion de microorganismos y toxinas (Salvo-
Romero et al., 2015). En la ldmina propia residen células del sistema inmune como péptidos
antimicrobianos secretados por las células de Paneth, células plasmaticas que secretan IgA,
y linfocitos B y T, ademas de células dendriticas y tejido conectivo. En las capas musculares
se realiza el proceso de peristaltismo con la finalidad de evacuar el contenido luminal como
sustancias toxicas o patdgenas y evitar su permanencia en la luz intestinal (Fig. 3) (Agustin
Albillos et al., 2020; Ciaula et al., 2020; Tripathi et al., 2019).
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Figura 3. Estructura del intestino. Las diferentes capas que conforman la barrera intestinal tienen sus
elementos que las distinguen ente ellas. El epitelio intestinal se conforma principalmente por enterocitos, células
Goblet encargadas de sintetizar mucina, células de Paneth quienes sintetizan péptidos antimicrobianos, células
enterocromafines encargadas de producir hormonas y células madre intestinales. Encima del epitelio intestinal,
se encuentra la capa de moco con glucocélix y posterior la capa de moco agitada donde se encuentra la
microbiota, IgA, mucinas y péptidos antimicrobianos. En la ldmina propia cuenta con tejido linfoide
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conformado por macrofagos, células dendriticas, células plasmaticas, linfocitos y en algunas ocasiones
neutréfilos (Salvo-romero et al., 2015).

Por lo tanto, la barrera intestinal, es una barrera fisica de defensa, conformada por
diferentes elementos extracelulares y celulares que mantienen una coordinacion y hemostasia
entre sus componentes, para impedir el paso de toxinas, antigenos y microorganismos (Salvo-
Romero et al., 2015).

2. Afectacion intestinal durante la cirrosis hepatica

2.1 Comunicacion eje intestino-higado
Existe una importante y estrecha comunicacion bidireccional entre el intestino e

higado en efecto de las interacciones generadas por factores dietéticos, genéticos y
ambientales. Se sabe que hay una dependencia reciproca entre ambos 6rganos, lo cual explica
que, al haber una disrupcion de la barrera intestinal, al mismo tiempo induce un flujo
considerable de bacterias por circulacion portal hasta llegar al higado, haciendo que las
alteraciones del eje intestino-higado promuevan a un empeoramiento de la enfermedad
hepatica (Agustin Albillos et al., 2020). Como se mencion6 anteriormente la cirrosis hepética
es inducida por varios factores, que a su vez presentan diferentes mecanismos
fisiopatoldgicos en el desarrollo de la enfermedad. La manera que se da la comunicacion en
el eje intestino-higado es por medio del tracto biliar, la vena porta, la circulacion sistémicay
una serie de mediadores sistemicos. La interaccion es bidireccional, ya que los productos
derivados del intestino penetran en la vena porta pasando al higado, mientras que los acidos
biliares primarios y algunas otras moléculas secretadas por el higado fluyen hacia el tracto
biliar, después llegan a la luz intestinal e inhiben el crecimiento bacteriano intestinal (Fig. 4)
(Agustin Albillos et al., 2020)
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Figura 4. Comunicacion del eje intestino e higado. Los productos secretados por el higado como &cidos
biliares primarios y diversas moléculas transitan por tracto biliar, al llegar a la luz intestinal contribuyen a
inhibir el crecimiento bacteriano. Los productos intestinales como metabolitos del huésped y bacterianos, fluyen
a través de la vena porta hasta llegar al higado, de esta forma pueden influir en las funciones hepaticas.
Modificada de (Ciaula et al., 2020).

El intestino alberga productos derivados del metabolismo del huésped y de los
microorganismos presentes, asi como &cidos biliares secundarios, donde la microbiota
participa en la biotransformacién de los acidos biliares. Por lo tanto, todos estos productos
se transportan por medio de las venas mesentéricas hacia la vena porta y de ahi llegan al
higado (Ciaula et al., 2020).

Como se menciono anteriormente, el higado secreta bilis que a su vez contiene acidos
biliares, y la comida incrementa su secrecion. Cuando la bilis llega al intestino durante la
comida, los acidos biliares que retornan al higado desde el intestino por medio de la vena
porta, estimulan al higado para que secrete mas bilis (Fox et al., 2011). El cuerpo humano de
manera normal siempre cuenta con una reserva de acidos biliares, la cual depende de la
sintesis de &cidos biliares hepaticos, secrecion biliar, transito intestinal, la biotransformacion,
reabsorcion de la microbiota y la excrecion fecal. Cuando el organismo se encuentra en
ayuno, la bilis fluye desde el higado en direccion a la vesicula biliar donde se mantiene
conservada. Alrededor del 95% de &cidos biliares se reabsorben en la vena porta, sin

embargo, los acidos biliares restantes ingresan al colon y sufren una biotransformacién a
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acidos biliares secundarios por accion de la microbiota intestinal residente (Ciaula et al.,
2020).

Ademas, los acidos biliares tienen propiedades antimicrobianas, ya que eluden
proliferacion de microorganismos y aportan proteccion contra patégenos (Ciaula et al.,
2020), y ayudan a prevenir la translocacion bacteriana, ya que inhiben el crecimiento de
microorganismos, también ejercen un efecto trofico sobre la mucosa intestinal, es decir,
producen una ausencia de nutrientes provocando la atrofia de vellosidades intestinales y
ayuda a neutralizar las endotoxinas. Cuando la cirrosis hepatica esta en progresion la sintesis
de &cidos biliares en el higado disminuye y esto favorece al crecimiento de microorganismos
patégenos (Fukui, 2015), los cuales cuando progresa la enfermedad, estos pueden
translocarse del intestino hacia regiones extraintestinales provocando grave disfuncion
multiorganica, predisponer a insuficiencia hepéatica aguda, sindrome hepato-renal vy
encefalopatia hepética (Wiest et al., 2014).

2.2 Alteracion de la permeabilidad intestinal
Cuando el eje intestino-higado se encuentra en comunicacion estable, existe un

equilibrio bidireccional en dicho eje, pero cuando hay presencia de enfermedad como es el
caso de la cirrosis hepatica, esta promueve una serie de complicaciones (Ciaula et al., 2020).
Como se menciond anteriormente, durante la cirrosis el higado comienza a secretar menor
cantidad de acidos biliares primarios, los cuales favorecen la proliferacion de
microorganismos. Hay que mencionar, que la cirrosis por alcohol involucra de manera activa
a la microbiota intestinal, de manera que el alcohol incrementa el crecimiento de bacterias
Gram negativas, al mismo tiempo, dichas bacterias Gram negativas metabolizan el etanol en
acetaldehido, y este producto incrementa la permeabilidad intestinal (G. Romero, 2016a).
Por lo tanto, el sobrecrecimiento bacteriano, la disbiosis e inflamacion intestinal son los

principales factores que perturban la permeabilidad (Tripathi et al., 2019).

Cuando hay disrupcion intestinal existe pérdida de la integridad anatomica y
funcional de la barrera intestinal. Al ser permeable favorece el paso de moléculas y de

bacterias al organismo por medio del sistema venoso entérico, via vena porta y ganglios
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linfaticos mesentéricos (GLM) (Lorenzo et al., 2007; German Soriano et al., 2013).
Anteriormente mencionado, la barrera intestinal esta conformada por células epiteliales
formando una barrera permeable y muy selectiva, esta funcion se desarrolla gracias a las
proteinas de unen los espacios intracelulares (Gomez-Corteés et al., 2015). Estas proteinas
conocidas como uniones estrechas o TJ por sus siglas en inglés, son proteinas que dentro de
sus principales funciones es sellar la membrana y regula el paso de iones y proteinas desde
el lumen, ademas, son clave en la regulacion de la permeabilidad intestinal, asi como para
aumentar la proteccion en la barrera intestinal contra agentes externos. Una alteracion o
modificacion en la expresion y funcién de las proteinas de union estrecha, es un factor que
puede provocar la disrupcion de la barrera intestinal (Gomez-Cortés et al., 2015; Silva et al.,
2019). Las proteinas de uniones estrechas son complejos transmembrana que se encargan
principalmente de sellar espacios entre las células, dentro de estas proteinas se encuentran
las ocludinas y claudinas con localizacion membranal y las zonulinas ubicadas en el
citoplasma, dentro de sus funciones son el mantenimiento de la barrera y polaridad epitelial,
lo cual restringe la difusion de iones y translocacion de microorganismos y toxinas (Fig. 5)
(D. Diaz et al., 2015; Salvo-romero et al., 2015).
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Figura 5: Rol de las proteinas de union estrecha en el estado de salud. En condiciones normales, el epitelio
intestinal expresa proteinas de union estrecha en el espacio intracelular. En la enfermedad hepatica, la barrera
intestinal se ve comprometida, la ausencia o disminucion de estas proteinas tiene un rol importante en conservar
la integridad de la barrera intestinal (Castoldi et al., 2015).

Lado basolateral
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Es necesario enfatizar que las uniones estrechas son clave fundamental en la
regulacion de la permeabilidad del intestino por medio de su naturaleza dindmica y una
alteracion de estos componentes conlleva a la alteracion funcional de la mucosa intestinal,
estrés oxidativo y aumento de peroxidacion lipidica (Aceves-Martins, 2014; Mesejo et al.,
2008; Mufioz & Albillos, 2008). La importancia de estas proteinas se ha demostrado en varios
modelos in vivo, donde Serek et al. (2021), mostraron en ratones transgénicos, que la
degradacion de las proteinas de union estrecha promueve un aumento en la permeabilidad

intestinal.

2.3 Cambios en la composicion de la microbiota intestinal
La microbioma o microbiota intestinal estd formada por una comunidad microbiana

abundante y diversa, que ademas es un sistema ecolégico complejo. Asi mismo, participa en
produccién de vitaminas, condiciones fisiologicas, transformacion de acidos biliares,
digestion de nutrientes y brinda inmunidad local y general (Cesaro et al., 2011; Jameson et
al., 2018). La microbiota intestinal ejerce una barrera de defensa contra la invasion de
patdgenos, ya que el equilibrio que existe en las bacterias residentes se opone a que los
microorganismos exogenos Yy oportunistas colonicen (G. Romero, 2016a). Puede agregarse
que la microbiota ayuda a preservar la integridad de la monocapa epitelial por medio de la
produccién de &cidos grasos de cadena corta (AGCC), ya que estos acidos grasos son la
principal fuente de energia para las células intestinales, ademas, la cantidad de acidos grasos
de cadena corta son indispensables para la inmunorregulacion del hospedero (Icaza-Chavez,
2013). Ademas, investigaciones previas afirman que el 99.1% de la poblacién microbiana
intestinal esta constituida por aproximadamente unas 1000 especies bacterianas diferentes
las cuales que son muy susceptibles a las alteraciones fisiopatoldgicas y ambientales (Gomez-
Hurtado et al., 2016). Durante los primeros afios de vida, la dieta es el principal factor que
determina la microbiota, mas tarde, dicha composicion de la microbiota depende en gran

medida de la edad, medicamentos y medio ambiente (Milosevic et al., 2019).

La microbiota intestinal estd conformada principalmente por microorganismos
comensales del phylum Firmicutes con un 60%, Bacteroidetes 15-20%, Actinobacteria <10%

y Proteobacteria con el 1%, esta proporcion puede variar dependiendo de la alimentacion, y
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enfermedades como la cirrosis hepatica (Fig. 6). Hay estudios donde reportan que a nivel
phylum Proteobacteria y Bacteroidetes incrementan significativamente en la cirrosis
hepatica, en contraste con Firmicutes y Actinobacteria que disminuyen en la enfermedad. En
cuanto a nivel familia Campylobacter y Gemella incrementan en la cirrosis (Pérez-Monter et
al., 2019), en otras palabras, un desequilibrio en la composicion de la poblacion microbiana
normal, predispone a un estado de disbiosis intestinal (Castafieda Guillot, 2018).

Los microorganismos residentes de la microbiota intestinal (bacterias, hongos y virus)
se encuentran en simbiosis entre si, y actualmente se reconoce que la microbiota tiene un
papel clave en la patogenia de diversas enfermedades como: depresién, cancer, enfermedad
inflamatoria intestinal, carcinoma colorrectal, sindrome de intestino irritable, obesidad,
diabetes mellitus tipo 2, enfermedades renales y enfermedades hepaticas (Milosevic et al.,
2019). Por lo tanto, las alteraciones de la microbiota intestinal son pieza importante en la
patogénesis y progresion del dafio hepatico (Cesaro et al., 2011).

Bacteroidetes Firmicutes
[ I |
W Alistipes B Acetitomaculum @ Otros
W Bacteroides M Faecalibacterium
B Roseburia

@ Subdoligranulum

Figura 6: Composicion de la microbiota intestinal. Modificada de (Zamudio-Vazquez et al., 2017).
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2.3.1 Disbiosis
La disbiosis se define como la alteracién de la composicion y/o funciones de los

microorganismos comensales que habitan en el intestino. Cuando existe un desequilibrio
intestinal causado principalmente por factores ambientales tales como la dieta, algunas

toxinas, drogas y agentes patdgenos se promueve un estado de disbiosis (Arce, 2020).

La disbiosis es resultado del deterioro de factores involucrados en la composicion de
la microbiota intestinal, como lo es una reduccion en la motilidad y transito intestinal,
descenso en los niveles de 4&cidos biliares primarios ya que tienen propiedades
antimicrobianas y eluden el crecimiento bacteriano, incremento en los acidos biliares
secundarios que pueden contribuir a la lesién hepatocelular, y asi como un desperfecto en la
inmunidad intestinal (Agustin Albillos et al., 2020; Ciaula et al., 2020; Fukui, 2015).

El crecimiento exacerbado y alteraciones en la poblacién microbiana (disbiosis) es un
sello distintivo que promueve inflamacion como lo es la colitis ulcerosa, enfermedad de
Crohny cancer colorrectal, ademas de comprometer la barrera intestinal (Chopyk & Grakouli,
2020; Weiss & Hennet, 2017). Cabe destacar, que aun no se sabe si la disbiosis ocurre en la
primera etapa de la lesion hepética o si es el resultado de una alteracion en la funcion hepatica,
pero contribuye a la alteracion en la permeabilidad intestinal y conduce a la translocacion
bacteriana (Raj et al., 2019). Por otro lado, el detonante clave para desencadenar la disbiosis
es la alteracidon o dafio en las comunidades de la microbiota intestinal, sin embargo, para
poder restaurar las especies bacterianas de la microbiota intestinal es mediante terapia con
antibioticos, pero también puede ser contraproducente ya que exacerba la disbiosis intestinal,
predispone a infecciones oportunistas, interrumpe la simbiosis de las bacterias intestinales,

ademas de incrementar el crecimiento bacteriano (Sinha et al., 2021; Trebicka et al., 2021).

Como ya se menciond anteriormente, la disbiosis corresponde a una modificacion en
la microbiota intestinal, que es cuando hay una alteracién en el equilibrio de la microbiota
normal y hay un sobrecrecimiento bacteriano que es definido como >10 unidades formadoras
de colonias (UFC) por mililitro, contribuyendo a un aumento de la permeabilidad intestinal.
Por lo tanto, cuando se rompe el equilibrio de la microbiota residente en el intestino y hay un
sobrecrecimiento bacteriano se relaciona con transito intestinal lento y una disminuida

secrecion de acidos biliares. Estudios con ratas cirréticas informan que un desequilibrio en
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la microbiota y con niveles altos de bacterias como Enterobacterias, obtuvieron una tasa mas

alta de traslocacion bacteriana (Fukui, 2015).

Silva et al. (2019) mencionan que en los ratones se encuentran libres de microbiota
intestinal y se demuestra que estan més predispuestos a desarrollar alguna enfermedad
inflamatoria intestinal, ya que una de las funciones de la microbiota residente es mantener al

sistema inmune.

2.3.2 Translocacion bacteriana
La translocacion bacteriana (TB) es un factor de riesgo para el desarrollo posterior de

complicaciones como lo es la peritonitis bacteriana espontanea (PBE), y actualmente se
define como el paso de bacterias y/o productos bacterianos como lo son: lipopolisacaridos,
peptidoglicanos, ADN bacteriano, a través de la barrera intestinal hasta los ganglios linfaticos
mesentéricos (GLM) (Wiest et al., 2014). Es incierta la via por la que las bacterias pasan la
luz intestinal hasta llegar a ganglios linfaticos mesentéricos y Organos sistémicos, sin
embargo, los macréfagos pueden transportar las bacterias y alcanzar la circulacion sistémica
por el sistema linfatico o por el sistema portal hasta el higado. La translocacion bacteriana
puede llegar a causar graves problemas como el shock hemorragico y sepsis (Nodarse
Hernéndez, 2000; Planas, 2008).

Los mecanismos principales que conducen a que se desarrolle la translocacion
bacteriana son las alteraciones en la microbiota intestinal, el sobrecrecimiento bacteriano,
disrupcion de la barrera aumentando la permeabilidad intestinal y alteraciones inmunoldgicas
(GOomez-Hurtado et al., 2016; Lorenzo et al.,, 2007). Para evitar que la translocacion
bacteriana se produzca, la barrera intestinal tiene que funcionar como un mediador fisico
entre las bacterias y la monocapa epitelial, promover la proteccién inmunoldgica para la
rapida deteccion y eliminacion de bacterias que se internalicen en el tejido (Wiest et al.,
2014). Sin embargo, durante la enfermedad hepatica se ha demostrado que cuando se presenta
el sobrecrecimiento bacteriano derivado por los cambios en la microbiota, ademas, por la
disminucion en la motilidad intestinal y el transito lento, se da un ambiente y condiciones

favorables para que este proceso se desarrolle (G. Romero, 2016a).
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Las bacterias de importancia clinica que logran translocar son bacterias Gram
negativas. Una caracteristica de la membrana de estas bacterias es que presentan una fraccion
inherente Ilamada endotoxina o lipopolisacarido (LPS). Esta es una biomolécula que es
liberada cuando hay muerte de células bacterianas por algun traumatismo mecanico o térmico
cuyo efecto es toxico, puede llegar a provocar fiebre, shock séptico, falla multiorgénica e
incluso llegar a la muerte (Su & Ding, 2015).

La endotoxemia es el proceso por el cual acceden las endotoxinas o lipopolisacaridos
al sistema circulatorio activan al sistema inmune innato y la respuesta inflamatoria sistémica,
sobre expresando citocinas inflamatorias, factor de necrosis tumoral, interleucina-6 entre
otros mas (Su & Ding, 2015). Cuando se genera la endotoxemia es porque la capacidad
hepatica no es suficiente para la eliminacién de un gran nimero de endotoxinas, por lo tanto,
es un factor que contribuye a que estas biomoléculas transiten a circulacién sistémica (Han,
2002).

2.3.3 Inflamacion intestinal como consecuencia de la cirrosis hepatica
Durante la progresion de la cirrosis hepatica, a nivel sistémico ocurre la activacion

del sistema inmunitario, cabe mencionar, que durante la fase avanzada de la cirrosis, dicha
activacion inmune comienza en ganglios linfaticos mesenterios por la constante interaccion
de bacterias traslocadas con las células inmunitarias residentes, esto estimula a monocitos y
células T activadas a viajar por sangre periférica por recirculaciéon, haciendo que la
inflamacion se extienda a nivel sistémico, por lo tanto, estas células activadas pueden
interferir en las modificaciones de las células de los tejidos y promover el deterioro
hemodinamico, asi como el dafio de la barrera intestinal y la progresion de la fibrosis hepatica
(Mufioz & Albillos, 2008).

El sobrecrecimiento bacteriano y alteraciones en la composicion de la poblacion
microbiana, ademas del paso de bacterias patdgenas o biomoléculas a través de la barrera
intestinal, son los principales acontecimientos que contribuyen a la inflamacion intestinal
(Chopyk & Grakoui, 2020; Salvo-Romero et al., 2015). Existen receptores de reconocimiento

de patrones (PRR), cuya funcién es reconocer estructuras llamadas patrones moleculares
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asociados a patégenos (PAMPS) que son expresadas por varios microorganismos como
bacterias, parésitos, hongos y virus (Cubana & Biom, 2010; Rumbo et al., 2006). Los
receptores tipo Toll (TLR) forman parte de los PRR y son los encargados de desencadenar la
respuesta inmune, ya que son sensores gue reconocen bacterias patdgenas e inducen la
sobreexpresion de citocinas proinflamatorias que desencadenan la inflamacién intestinal
(Cesaro et al., 2011; Weiss & Hennet, 2017). Ademas, se identifica aumento de secrecion de
anticuerpos IgG que actuan contra las bacterias comensales, mientras que los linfocitos T de

la mucosa son hiperreactivos frente a los antigenos de la microbiota normal (Guarner, 2011).

El reconocimiento de patdgenos percibidos por células presentadoras de antigenos
(APC) promueven el reclutamiento de células inmunes y la propia activacion de las APC
(Salvo-Romero et al., 2015). Una vez activado el sistema inmune de la barrera intestinal y
las APC durante la enfermedad hepatica, el reconocimiento de patégenos induce a
macrofagos tisulares que generen citocinas como como TNF-a, IL-1B e IL-6 (Mufioz &
Albillos, 2008). TNF-a es capaz de generar estrés y dafio en las células residentes, ademas
un incremento de esta citocina y de IL-6 contribuye a desregulacion del sistema inmune (A.
Albillos et al., 2001). Por otro lado, las APC activadas interaccionan con los linfocitos T, que
desempefian un papel central en la regulacion inmune, ya que durante la enfermedad hepética
se incrementa la secrecién de citocinas reguladoras antiinflamatorias como IL-10 (Guarner,
2011).

3. Farmacoterapia actual para la cirrosis hepatica

3.1 Antagonista del receptor aldosterona
Dentro de las complicaciones que suelen ocurrir durante la enfermedad de cirrosis

hepatica es la ascitis que es la acumulacion de liquido en el abdomen, es una condicion muy
frecuente en los pacientes originando alteracion en la circulacion sistémica, desencadenando
hipovolemia central e hipotension arterial, al mismo tiempo activando el sistema
vasoconstrictor y el aumento de reabsorcion de sodio y agua (Valer et al., 2004). Por lo tanto,
se considera que la ascitis es una complicacion controlable con tratamiento dietético y con

diuréticos. Los farmacos antagonistas especificos de la aldosterona principalmente actian de
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manera competitiva con los receptores de intercambio Na*/K* que dependen de la aldosterona
y se localizan en el tubulo contorneado distal (Carone et al., 2017). El hiperaldosteronismo,
es una condicion presente en la cirrosis con ascitis se utiliza espironolactona (100 mg/dia) y
furosemida que actia como antagonista competitivo con la aldosterona, ya que cuando hay
ascitis y no es controlable, el tratamiento estandar son los diuréticos (Martinez & Albillos,
2014). La espironolactona actia como diurético ahorrador de potasio, pero promoviendo la
excrecion de sodio, ademas de tener efecto antinflamatorio, aunque cabe destacar que hay
efectos secundarios con este farmaco diurético, como lo es la ginecomastia y la impotencia
(Ortega & Ginés, n.d.).

Figura 7: Estructura quimica de la espironolactona. Tomada de (Horna Castro & Casazola Quispe, 2019).

3.2 Beta bloqueadores adrenérgicos
Otra de las consecuencias que se produce en la enfermedad hepéatica es la

hipertension, la cual se desencadena por un incremento de flujo venoso portal y que es
mediado por la dilatacion esplacnica, al mismo tiempo esto conlleva a muchas
complicaciones relacionadas en la hipertension portal como las hemorragias de varices
esofagicas (Bosch et al., 2012). Por lo tanto, el tratamiento es dirigido a contrarrestar la
hipertensién portal y se orienta en la reversion de las alteraciones hemodinamicas. Se basa
principalmente en la administracién de farmacos que disminuyen la presion portal, y el
tratamiento de eleccion son los beta bloqueadores (Cisneros Garza et al., 2022; Garcia-tsao,
1992). Asi mismo, estos farmacos al ser hipotensores ayudan a disminuir la presion arterial
de los pacientes, sin embargo, durante la cirrosis hepatica hay que mantener monitoreada la
presién de dichos pacientes, ya que se recomienda interrumpir la administracion con beta

bloqueadores cuando la presion arterial es menor a 90 mm Hg (Arredondo Bruce et al., 2019).
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Los farmacos beta bloqueadores son ampliamente utilizados por su actividad antagonista de
los receptores adrenérgicos beta acoplado a proteinas G, y que reciben estimulo de las
catecolaminas endogenas (Oliver et al., 2019). Algunos de ellos son, propranolol (20-40 mg
dos veces al dia), nadolol (20-40 mg/dia) y carvedilol (6.25 mg/dia), los cuales ayudan a
disminuir la presion arterial, ademas son de profilaxis primaria en el tratamiento de varices

esofagicas para prevenir eventos hemorragicos (Cisneros Garza et al., 2022).

El carvedilol, es un «/f adrenoblogueante, es utilizado como antihipertensivo y para
reducir la hipertension portal cuando hay presencia de dafio hepéatico, ademas, de brindar
efectos antioxidantes y antifibréticos (Serna-Salas et al., 2018).
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Figura 8: Estructura del carvedilol. Tomado de (Ruffolo & Feuerstein, 1997).

3.3 Estimuladores del transito intestinal
En la cirrosis el transito intestinal enlentecido es un trastorno que se ha observado en

relacién con la gravedad de la enfermedad hepética (Sanchez et al., 2005). Los laxantes como
la lactulosa (25 mi/dia), el cual es un azucar sintético que es metabolizado en &cido acético
por la microbiota intestinal es ampliamente utilizado (De Lorenzo Pinto et al., 2017). Su uso
especifico es para tratar el estrefiimiento ayudando a extraer agua y ayuda a evacuar las heces
hacia el colon, ya que tiene un efecto osmético y ayuda a disminuir el pH del colon por la
descomposicion de la lactulosa en acidos organicos (Mueller-Lissner & Wald, 2010;
Trebicka et al., 2021).

3.4 Antibioticos
Dentro de las complicaciones de la cirrosis, la diarrea y sindrome de intestino irritable

son tratados con antibi6ticos como lo son las rifaximinas. La rifaximina (550 mg/dia) es un
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antibiotico de amplio espectro contra bacterias Gram negativas y positivas (Ford et al., 2018).
Asi mismo, la rifaximina se prescribe en el tratamiento de la encefalopatia hepatica (EH) ya
que también es una complicacion frecuente durante la cirrosis, ya que la EH incluye
infecciones, estrefiimiento y hemorragias de tubo digestivo (Frati-Munari & Galindo-Suérez,
2020).

Existen més alternativas terapéuticas con otros antibioticos de amplio espectro, como
es el caso de los betalactdmicos como lo son las cefalosporinas (cefotaxime, ceftriaxona,
etc.) estos antibioticos tienen actividad contra la mayoria de las bacterias Gram positivas, sin
embargo, su actividad ante las bacterias Gram negativas depende en gran medida de las
modificaciones estructurales de dichas bacterias (Arango et al., 1985). El tratamiento de
eleccion ante infecciones bacterianas en pacientes cirréticos son las cefalosporinas de tercera
generacion, sin embargo, existen casos especificos de infecciones o peritonitis bacteriana
espontanea causada por bacilos Gram negativos que son resistentes a los antibidticos
betalactamicos como las cefalosporinas. Cuando se trata de tratamiento profilactico, se

emplean cefalosporinas de primera o segunda generacion (Fernandez-Gomez, 2006).

Por otro lado, y no menos importante, las quinolonas también son antibi6ticos de
amplio espectro que es casualmente empleado en el tratamiento de peritonitis bacteriana
espontanea en la cirrosis hepatica, sin embargo, la administracién prolongada de este
antibidtico ha causado resistencia bacteriana. El ciprofloxacino, es una quinolona de segunda
generacion que tiene excelente actividad antimicrobiana, cabe destacar, que el incremento de
patdgenos resistentes a los antibidticos, hace que este farmaco sea cada vez menos efectivo
(Fernandez-Gomez, 2006; Zhang et al., 2018).

Figura 9: Estructura del ciprofloxacino. Tomada de (Zhang et al., 2018).
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4. Nuevas propuestas de tratamiento para la cirrosis hepatica

4.1 Antioxidantes
Uno de los antioxidantes probados para la cirrosis hepatica es la curcumina que es el

ingrediente mas efectivo extraido de los rizomas de la planta de jengibre (Zeng et al., 2022),
y actualmente es considerado benéfico para la salud, ademas, de tener capacidad de prevenir
enfermedades, posee efectos antiinflamatorios y es un excelente antioxidante (Elizondo-

luévano et al., 2020).
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Figura 10: Estructura quimica y principales fitoconstituyentes de la circuma. Modificada de (Nelson et
al., 2017).

Ademas, varios estudios demuestran que la curcumina posee propiedades
hepatoprotectoras por medio de sus mecanismos celulares y moleculares, ya que activa la via
de sefalizacion del elemento de respuesta antioxidante Nrf2, que a su vez regula la expresion
de genes involucrados en la eliminacion de ROS (Macias-pérez et al., 2019; Medina-Pizafio
etal., 2022).
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4.2 Alfa-bloqueadores
Los alfa bloqueadores o bloqueadores de los receptores adrenérgicos, relajan el

musculo liso del cuerpo, ademas se prescriben con frecuencia para sintomas de tracto urinario

inferior asociados a hiperplasia prostatica benigna (Alcantara-Montero, 2016).

La doxazosina es utiliza en el tratamiento de hiperplasia prostatica benigna e
hipertension arterial. Ademas, induce disminucion de fibrosis ayudando como modulador de
las células mesangiales renales y los fibroblastos miocardicos que son productores de
colageno. Se ha observado que este farmaco también ayuda a revertir la generacion de
fibrosis hepatica y ayuda a mejorar la funcion del higado promoviendo la vasodilatacion
periférica (Serna-Salas et al., 2018).

La tamsulosina es un farmaco con alta afinidad y bloguea selectivamente a los
receptores adrenérgicos postsinapticos a-1A. Los receptores a-adrenérgicos poseen efecto
vasoconstrictor y producen excitacion en drganos como Utero, corazon y vasos sanguineos,
pero tiene solo un efecto inhibitorio que es la relajacion en el intestino. El intestino esta
recubierto por muasculo liso y esté ayuda para el funcionamiento gastrointestinal, el efecto
conocido de la tamsulosina es sobre musculo liso (Guyton-Hall, 2011;Alcantara-Hernandez,
2018). Esté medicamento es utilizado en el tratamiento de signos y sintomas del tracto
urinario con asociacion a la hipertrofia prostatica benigna, ya que el antagonismo de estos
receptores ayuda a relajar el musculo liso prostatico y uretral reduciendo la tension,
permitiendo un mejor flujo urinario. Este farmaco de liberacion prologada es absorbido en el
intestino de manera gradual y su biodisponibilidad es > 90%. Es indispensable tomar el
medicamento después de los alimentos ya que la presencia de ellos puede reducir la
absorcion. Ademas, es distribuido en todos los tejidos, y es metabolizado el higado mediante
el sistema P-450. Por ultimo, es excretado alrededor del 75% de sus metabolitos por la orina
(Tamsulosin, 2018).

La tamsulosina a una dosis de 0.4 mg una vez al dia, es eficaz en pacientes con
sintomas del tracto urinario inferior asociado a hipertrofia prostatica benigna, en pacientes
ancianos y con diabetes mellitus, tampoco interfiere con la terapia concomitante como
antihipertensivos, ademas tiene una accién rapida y tiene efecto en sintomas moderados y

graves (Dunn, et al, 2002).
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Sun et al. (2021) mostraron que la tamsulosina mitigo la respuesta inflamatoria y la
fibrosis renal. En los Gltimos afios se ha considerado la tamsulosina como agente en la terapia
de la litotricia extracorpdrea por ondas de choque, que es una técnica no invasiva para el
tratamiento de litiasis urinaria, pero se desconoce si la tamsulosina tiene algin efecto
antiinflamatorio en la nefropatia diabética (Zuo et al., 2020). Ademas, se ha usado la
tamsulosina en modelos de cirrosis hepatica donde se observa que ayuda a la regeneracion
de la fibrosis hepatica y es probable que pueda ayudar a disminuir los efectos secundarios

provocados por la enfermedad hepatica.

Figura 11: Representacion esquematica de la estructura molecular de la tamsulosina. Tomado de (Medina
Pizafio, 2020).

4.3 Probioticos
La importancia de la microbiota intestinal en la salud y en las enfermedades ha sido

un tema de interés por intentar modular la microbiota, ya sea mediante la administracion de
microorganismos vivos o modificando el medio intestinal. La OMS define a los probioticos
como microorganismos vivos que, al ser administrados en una cantidad adecuada, provocan
un efecto benéfico para la salud del huésped (Gomez-L6pez, 2019; Soriano et al., 2013). Se
ha demostrado que los probioticos ayudan en las enfermedades hepaticas ya que tienen efecto
modulador en la microbiota intestinal, ayudan a disminuir las endotoxinas e inhibe la

adherencia de bacterias (G. Romero, 2016b).

Los probioticos conservan pH &cido que favorece el crecimiento de las bacterias
tolerantes del acido, y a su vez promueven la produccion de acidos grasos de cadena corta
que pueden impedir el crecimiento de patdgenos. Ademas, hay probidticos que producen
bacteriocinas, que inhiben el crecimiento de las bacterias patdgenas. Por otro lado, los

probidticos contribuyen a restablecer la flora normal, disminuyendo la permeabilidad

30



intestinal y aumentando el efecto de la barrera inmune, tienen la capacidad de elevar la
expresion de las mucinas ileocolénicas MUC-2 y MUC-3, cooperando en el recubrimiento
del intestino, mecanismo muy eficaz contra bacterias patdgenas. Otro punto importante, es

que dificultan la traslocacion bacteriana (Carnicé, 2006;Cl & Probi, 2015).

La implementacion de los probidticos en el tratamiento de la cirrosis hepatica puede
resultar muy eficaz debido a que poseen actividad moduladora en la microbiota,
permeabilidad intestinal y la respuesta inmune. Wiest et al. (2005) utilizaron Lactobacillus
acidophilus en el tratamiento de hipertension portal, donde no observaron diferencias en el
sobrecrecimiento bacteriano intestinal (SBI) ni en la incidencia de translocacion bacteriana
(TB). Chiva et al., en 2002 trabajaron con Lactobacillus johnsonii en un modelo experimental
de ratas cirrdticas, donde obtuvieron como resultado que con antioxidantes (vitamina C y
glutamato) disminuian las enterobacterias intestinales y la translocacién bacteriana. Asi
mismo, Stadlbauer et al., en 2008 trabajaron con Lactobacillus casei Shirota, en un modelo
de cirrosis hepatica por alcohol y como resultado obtuvieron una mejore en la actividad de

neutrofilos, también una disminucion de TNF-1, TNF-2 y TLR4.

Delgado-Venegas et al. (2021), trabajaron con Lactococcus lactis, administrandolo
en un modelo animal de fibrosis hepatica, en dicho estudio se administro el probidtico de
forma preventiva durante la induccion a fibrosis hepatica. Por lo que L. lactis provoco
cambios en el desarrollo de la fibrosis como: reduccion del dafio hepatico, reduccion del area
de fibrosis, ayudo aumentar los ganglios linfaticos en placas de Peyer, disminuyé ALT y
AST e incremento la expresion de 1L-10. Sugiriendo los autores que la administracion oral

de L. lactis puede ser un medio de prevencion y proteccion contra dafio hepatico.

4.3.1 Lactococcus lactis
Es una bacteria lactica, Gram positiva no invasiva y no patdgena, esférica, no

esporulante y facultativa. Ademas, son excelentes como vectores para producir proteinas en
el tracto digestivo. Existen investigaciones donde se introduce un plasmido modificado
genéticamente a L. lactis, para que tenga la capacidad de reproducir o expresar antigenos o

moléculas terapéuticas (Araujo Alvarez, 2010). Algunos beneficios que se le atribuyen a L.
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lactis es que puede mantener la homeostasis intestinal y funciona como inmunomodulador,
ya que gracias a su pared de peptidoglicanos tiene funcion como adyuvante natural ayudando
a la respuesta inmunoldgica y tener un potencial antiinflamatorio. Por otra parte, L. lactis no
es capaz de colonizar el intestino, a diferencia de otros microorganismos similares, este
probiotico es excelente sobreviviendo en el tracto gastrointestinal, tiene buena adherencia al
epitelio intestinal, ayuda a la disminucién de la permeabilidad intestinal y es seguro para los
humanos. Es importante mencionar que L. lactis es catalogado como bacteria probiotica, ya
que esta dentro de la categoria GRAS (Generally Recognized As Safe) gracias a que cumple
requisitos y caracteristicas especificas de seguridad para el huésped (Araujo-Alvarez, 2010;
Soriano et al., 2013).

Existen estudios donde se demuestra la eficacia de tratamientos con antibi6ticos para
las infecciones bacterianas causadas por bacterias entéricas en las enfermedades hepéticas
como lo es la cirrosis. Pero, los antibiéticos cuando se usan de manera prolongada o de la
forma incorrecta, puede provocar resistencia bacteriana a antibiéticos lo que hoy en dia es un
problema de salud importante. Por lo tanto, L. lactis y sus propiedades moduladoras en la
microbiota y permeabilidad intestinal podrian ser Utiles en el tratamiento de enfermedades
hepaticas y una alternativa en los tratamientos de infecciones bacterianas de alguna forma
para evitar la resistencia bacteriana a antibioticos (Rodriguez-Noriega et al., 2014; Soriano
etal., 2013)
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5. Justificacion
La cirrosis hepatica constituye un importante problema de salud alrededor del mundo,

formando parte de las diez primeras causas de muerte (Méndez-Sanchez et al., 2007). En la
actualidad, la afectacion en la microbiota y en la permeabilidad intestinal, han sido
reconocidas como un factor importante en la fisiopatologia de varias enfermedades humanas
como la cirrosis hepatica (Lozupone et al., 2012). Algunos estudios han informado que una
composicion o cantidad alterada de bacterias intestinales (disbiosis) en pacientes con
enfermedades hepaticas cronicas como la cirrosis, se relaciona con el empeoramiento de la
enfermedad. En lo que respecta a la permeabilidad intestinal alterada puede favorecer el paso
de productos derivados de bacterias a la circulacion sistémica, provocando un estado

inflamatorio sistémico.

La modulacién farmacoldgica de la microbiota y la permeabilidad intestinal parece
ser una herramienta prometedora para un nuevo enfoque terapéutico y de prevencion de la
cirrosis y sus complicaciones. Por tal motivo, este trabajo propone una nueva perspectiva de
tratamiento usando un alfa-bloqueador como la tamsulosina y un probidtico como
Lactococcus lactis para reducir las modificaciones en la composicion de la microbiota, y
evitar el dafio en la permeabilidad intestinal en un modelo de cirrosis hepéatica. Cabe
mencionar que los resultados obtenidos en este trabajo contribuiran a la generacion de nuevos
conocimientos de usos terapéuticos para tratar las complicaciones intestinales de la cirrosis

hepatica.
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6. Hipotesis
El efecto combinado de tamsulosina y Lactococcus lactis reducen las modificaciones

en la composicién de la microbiota intestinal, y el dafio en la permeabilidad intestinal en ratas

cirréticas inducidas con CCla.

7. Objetivos

7.1 General
Analizar los cambios en la composicion de la microbiota, y la permeabilidad intestinal

en ratas cirroticas inducidas con CCly, y tratadas con tamsulosina y Lactococcus lactis.

7.2 Especificos
e Evaluar si existen modificacion en las proteinas de union estrecha: ZO-1, Ocludina,

Claudina en muestras de intestino de animales cirroticos tratados con tamsulosina y
Lactococcus lactis.

e Evaluar marcadores de translocacion bacteriana: LPS, DNADb y bacterias translocadas
a organos linfoides.

e Analizar los cambios en la comunidad microbiana en muestra de intestino a través de

un analisis metagenémico por 16S.

8. Metas
e Caracterizacién de proteinas de union estrecha por medio de inmunofluorescencia,

western blot y qPCR.
e Confirmar presencia de LPS, DNADb y bacterias translocadas en érganos linfoides.

e Corroborar cambios en la composicion microbiana intestinal.
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9. Materiales y métodos

9.1 Modelo animal
Se trabajo con ratas Wistar (Rattus norvegicus) machos (edad, 6 a 8 semanas; peso,

200-300 g), estas fueron obtenidas del bioterio de crianza para investigacion de la
Universidad Auténoma de Aguascalientes (Aguascalientes, México). Las ratas se
mantuvieron alimentadas durante todo el experimento con nutricubo Purina y croquetas
Pedigree® estas Ultimas se usaron por el alto contenido de grasas. Las ratas permanecieron
en un ciclo de luz/oscuridad (12:12) en una habitacion con temperatura controlada (25°C).
Antes de comenzar los experimentos con los animales, el protocolo fue aprobado por el
Comité de Etica en Investigacion de la Universidad Auténoma de Aguascalientes, ademés de
realizarse bajo los lineamientos institucionales para el cuidado de animales de
experimentacion y la NOM-062-Z00-1999 (fecha de aprobacion: 02/04/2018).

9.2 Modelo de induccién de cirrosis hepéatica con CCls en rata Wistar
Las ratas fueron desparasitadas con una suspensién de amplio espectro (One

Suspension CG: fenbendazol-500mg, toltrazuril-150mg, prazicuantel-50mg), la dosis
administrada fue de 28 mg/por cada 2509 de peso, el desparasitante se administré dos veces

durante una semana y después se dejaron descansar por 7 dias.

Las ratas fueron clasificadas al azar en 6 grupos, los cuales se muestran a continuacion:
control (sano, n=3), cirrotico (enfermo, n=3), placebo (enfermo sin tratamiento, n=3), L.
lactis (enfermo y tratado con L. lactis, n=3), tamsulosina (enfermo y tratado con

Tamsulosina, n=4), T/L. lactis (enfermo y tratado con tamsulosina y L. lactis n=4).

Para la induccion de la cirrosis se utilizd CCls via intraperitoneal a una dosis de 0.4 g/kg
(como vehiculo se utilizé petrolato), administrado 3 veces por semana, durante 4 semanas
(Aldaba-Murato et al., 2021). Al finalizar las 4 semanas de induccién los grupos L. lactis,
tamsulosina y T/L. lactis iniciaron con sus respectivos tratamientos, y solo el grupo cirrético

fue sacrificado con pentobarbital al 10%.
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9.3 Tratamiento con tamsulosina y L. lactis
El tratamiento se realiz6 administrando una concentracion de 0.8mg/kg/dia de

clorhidrato de tamsulosina (uso farmacéutico) diluida en agua purificada estéril y en lo que
respecta al probi6tico, se utilizd una dosis de 1x10° células/ml (Delgado-Venegas et al.,
2021) (las condiciones de cultivo, purificacion y cuantificacion de L. lactis se describen en
el apartado 7.3.1). Los tratamientos fueron administrados oralmente utilizando una canula
gastro-esofagica. Las dosis fueron administradas cada 24 horas durante 2 semanas, al término
del tratamiento, los grupos de animales tratados y no tratados (placebo y control), fueron

sacrificados con pentobarbital al 10% (Fig. 10).

Sacrificio = == == _|

Induccion a cirrosis hepatica Tratamiento experimental I

4 semanas con CCly 0.4 gr/kg/animal 2 setnanas |
| 1

: ' L

v v KX vy v v

-4 -3 -2 -1 /] 0 1 2
I T

Tamsu: 0.8 mg/kg/dia L. lactis: 1x10°
Evaluacion de < | células/ml/dia, T/L. lactis: 0.8 mg/kg/dia +
cirrosis hepitica 1x10° células/ml, Placebo: agua

Figura 12: Esquema del protocolo de induccién de cirrosis hepatica y del tratamiento utilizado. CCly:
tetracloruro de carbono (0.4g/kg/animal); L. lactis: Lactococcus lactis (1x10° células/ml); Tamsu: tamsulosina
(0.8 mg/kg/dia); T/L. lactis: tamsulosina/L. lactis: 0.8mg/kg/dia+1x10° células/ml).

9.3.1 Condiciones de cultivo para Lactococcus lactis
La cepa utilizada en este trabajo fue L. lactis NZ9000, de forma inicial el cultivo se

realizé en 50 ml de medio M17 BD (DIBICO) previamente esterilizado y suplementado con
glucosa al 10%, se dejé 24 horas a 30°C en agitacién orbital suave por toda la noche para el
crecimiento y desarrollo del probidtico. Para la determinacion de la biomasa se midid la
densidad optica (OD) a una longitud de onda de 600 nm (ODseoo) en el espectrofotdmetro BK-
UV1600, la absorbancia se monitore6 cada hora durante el periodo de incubacion hasta
alcanzar una densidad oOptica de 0.17-0.20, cabe mencionar que para medir la OD se tomo
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una alicuota 1:10 del cultivo. En seguida, se realizé el calculo de la biomasa para el volumen
final de 1x10° células/ml/dosis por cada animal. Posteriormente el probiético se centrifugo
15 minutos a 5000 rpm a temperatura ambiente y se realizaron 3 lavados con agua purificado
estéril para eliminar el exceso de medio de cultivo, el probidtico fue resuspendido en agua

purificada estéril para su administracion.

9.4 Evaluacion de la alteracion de la permeabilidad intestinal en el modelo de cirrosis
hepatica en rata Wistar

9.4.1 Estudio histopatoldgico del intestino grueso
Se recolectaron secciones de intestino grueso de aproximadamente 1 cm de longitud

de los diferentes grupos experimentales, las muestras fueron conservadas en
paraformaldehido al 4%. Posteriormente las muestras de intestino fueron procesadas en el
procesador de tejidos Microm STP 120 (ThermoFisher, U.S.A) para la deshidratacion,
aclaracion e infiltracion del tejido. En seguida, las muestras fueron incluidas en parafina para
obtener bloques de tejido (Microm, EC350-2, ThermoFisher, U.S.A) y realizar cortes de 5pum
de espesor con un microtomo RM2125RT (LEICA, Alemania). Las secciones de tejido
fueron incubadas a 60°C durante 10 horas para retirar el exceso de parafina, posteriormente

fueron utilizadas para realizar diferentes analisis.

Para la evaluacion histopatologica, los cortes de intestino grueso fueron tefiidos usando la
tincién de hematoxilina-eosina (H&E) para realizar la tincion los cortes histologicos fueron
desparafinadas en xileno (2 bafios, 3 minutos c/u), rehidratando con etanol al 100% (2 bafios,
2 minutos c/u), agua de grifo (1 bafio: 10 segundos), agua destilada (1 bafio: 1 minuto) y
luego se sigui6 el protocolo de tincidn, el cual consisti6 en someter los tejidos en
hematoxilina (30 segundos) y eosina (3 minutos). Al finalizar las tinciones y el montaje de
las muestras, las laminillas se observaron en el microscopio Optico Axioskop 46 y la captura
de la imagen fue realizada con el programa AxioVision 4.8 (Carl Zeiss) a una magnitud de

20y 40x, para evaluar la integridad de las diferentes capas del intestino.
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9.4.2 Anélisis de Inmunofluorescencia para la deteccion de ZO-1, Ocludina y Claudina-
2 en intestino grueso
Las laminillas con cortes de intestino se sometieron a un método que conjuga la

observacion morfoldgica con la especificidad inmunoldgica, por medio de la reaccion
antigeno-anticuerpo, empleando un colorante conjugado a un anticuerpo con la propiedad
fisica de fluorescencia bajo una fuente de excitacion luminosa (Franco-Cardoza, 2005). Para
ello las laminillas se desparafinaron, deshidrataron e hidrataron, posteriormente se realizo el
desenmascaramiento de epitopos con una solucién de Citratos 1X (acido citrico 0.1 M, citrato
de sodio tribasico dihidratado 0.1M) a presion de vapor durante un minuto y se hicieron
lavados con PBS 1X. El bloqueo de uniones inespecificas se realizé con PBS 1X-Triton 0.2%
con suero fetal bovino al 20%, durante 1 hora de incubacion. Se incub6 con el anticuerpo
primario (Tabla 2) diluido en PBS 1X-Triton a 4°C toda la noche. Se continud, con 3 lavados
con PBS 1X y se incubd con el anticuerpo secundario (Tabla 2) diluido en PBS 1X-Triton
0.2% durante 1 hora. La tincion de los nucleos se realizé con Hoechst (1:1000) en PBS 1X
por 10 minutos. Después se realizaron 3 lavados con PBS 1X y se llevo a cabo el montaje
con el medio de montaje mowiol®. Las laminillas fueron analizadas en el microscopio
Axioskop 40 y las imagenes fueron capturadas con el programa AxioVision e Imagen pro
Plus a una magnitud de 20 y 40x, para detectar células positivas a ZO-1, ocludina y claudina-

2. Para el analisis de las imagenes se utilizé el programa ImagenJ Fiji.win64.

Tabla 1: Anticuerpos primarios y secundarios utilizados para inmunofluorescencia.

Anticuerpo Host Dilucion  Catalogo Casa comercial
primario
Z0-1 Rata monoclonal 1gG 1:50 sc-33725 Santa Cruz Biotechnology
Ocludina Raton monoclonal 1gG 1:400 sc-133256 Santa Cruz Biotechnology
Claudina-2 Raton monoclonal IgG 1:400 5C-293233 Santa Cruz Biotechnology
Anticuerpo
secundario
Alexa Fluor 488 Cabra anti-rata 19G 1:200 A11006 Invitrogen
Alexa Fluor 594 Cabra anti-raton 1gG 1:200 A11005 Life Technologies
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9.4.3 Analisis por RT-gPCR para Z0O-1, Ocludina, Claudina-2 y MUC2

9.4.3.1 Extraccion de RNA
Para este analisis las secciones de intestino grueso obtenidas previamente de los

diferentes grupos experimentales fueron utilizadas, se tomaron 100 mg de tejido el cual fue
puesto en un tubo con RNAlater, los tubos se dejaron 24 horas a 4°C y en el caso de que el

procedimiento no se realizara inmediatamente las muestras se almacenaban a -80°C.

Para la extraccion de RNA las muestras de tejido de intestino grueso fueron procesadas con
el kit Direct-zol™ RNA MiniPrep® (ZYMO RESEARCH), siguiendo el protocolo del
fabricante. El tejido se homogenizo6 con 400 ul de Trizol®, se centrifugo y el sobrenadante
se recuper0 y se afiadié 400 ul de etanol absoluto y se llevo al vortex por 30 segundos, en
seguida la mezcla se trasfirio a una columna y se llevo a centrifugar por 30 segundos, se
elimind el sobrenadante, luego se agregaron 400 ul de pre-wash y se centrifugé por 30
segundos, nuevamente se elimind el sobrenadante, se afiadié 700 ul del buffer wash y se
centrifugo por 30 segundos, por ultimo, se agregd 30 pl de agua libre de nucleasas y se llevo

a la centrifuga por 45 segundos

Una vez obtenido el ARN, se cuantifico en el espectrofotometro BioDrop uLITE® a
una absorbancia de 260/280 nm, las muestras fueron almacenadas a -80°C. La pureza del
ARN se determino sacando la relacion la relacion Aazeo/Azso, considerando valores puros

aquellos mayores a 1.8, mientras para la relacion Azeo/A23o valores mayores a 1.5.

Para verificar la integridad del ARN se realizd una electroforesis en gel de agarosa al
1.5%, la migracién de las muestras se llevo a 60 V en buffer TAE 1X (Tris-Acetate-EDTA)
por 60 minutos en una camara de electroforesis horizontal Gel Box MidiPlus VWR®. El gel

se tifio con bromuro de etidio y fue visible en luz ultravioleta.

9.4.4 Retrotranscripcién de ARN
Para la retro transcripcion del ARN se realizd con el kit GoScript Reverse

Transcription System de Promega® siguiendo el protocolo del fabricante.
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Tabla 2: Reactivos para mezcla de reaccion para la sintesis de ADNc.

Reactivo Cantidad

Oligo dT 1pl

Agua libre de nucleasas 10 pl

ARN 500 ng

Reactivos de mix

Buffer de reaccion 4 ul
Inhibidor de RNAasa 1l
dNTP mix 2 ul
RevertAid H Minus 1l

Se colocaron las reacciones realizadas en el termociclador Swift™ MiniPro® a 70°C
durante 5 minutos a un volumen de 12 pl. Posteriormente, se agregé al tubo la mezcla de
reaccion para ajustar el volumen a 20 pl (Tabla 2). Posteriormente, las muestras se llevaron

al termociclador para llevar a cabo el protocolo de sintesis de ADNc (Tabla 3).

Tabla 3: Condiciones del termociclador para sintesis de ADNCc.

Segmento Tiempo Temperatura
Desnaturalizacion 3 minutos 95°C
inicial
Desnaturalizacién 45 segundos 95°C
Hibridacion 30 segundos 60°C
Elongacion 12 segundos 72°C
Elongacion final 3 minutos 72°C

9.4.5 Analisis por PCR en tiempo real
Al ADNCc obtenido fue ajustado a una concentracion de 50 ng/ul, todas las

muestras se llevaron a una dilucion de 1:10 en agua libre de nucleasas. Las reacciones se
hicieron en placas de 48 pocillos para gPCR (Applied Biosystems® MicroAmp® -
N8010560), se afiadié a cada pocillo 5 pl de SybGreen (PCR Master Mix, Thermo-
Scientific®), 1 pl de oligonucleotido Forward, 1 ul de oligonucle6tido Reverse, 2 ul de agua
libre de nucleasas y 1 pl de ADNc diluido. El andlisis se llevo a cabo en el termociclador

Applied Biosystems StepOne Real-Time PCR System (Tabla 4). Por altimo, se analizaron
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los resultados obtenidos mediante el método de expresion relativa 2742t utilizando B-Actina

como gen constitutivo para la normalizacion de los datos.

Tabla 4: Condiciones utilizadas para la qPCR.

Segmento Tiempo Temperatura
Desnaturalizacion previa 2 minutos 50°C
Desnaturalizacion 3 minutos 95°C
Alineacion 0.35 segundos 58°C

Los oligos utilizados para el analisis de gPCR se muestran en la tabla 5.

Tabla 5: Secuencia de oligonucleétidos utilizados para evaluar la expresion de ZO-1,
Ocludina, Claudina-2, y MUC2.

Gen Secuencia Tm

Z0-1 FW:5-ATTCAGTTCGCTCCCATGAC-3" 58°C
RW:5-GCTGTGGAGACTGTGTGGAA -3°

Ocludina FW: 5-AGGACAGACCCAGACCACTA-3 58°C

RW:5-ACTCTTCGCTCTCCTCTCTG-3"

Claudina-2 FW:5-AAGGTGCTGCTGAGGGTAGA-3" 57°C
RW:5-CATAGCAAAAAGTGGCAGCA-3

MUC-2 FW:5-GTATGTGCTCGCCTGTATGC-3 57°C

RW:5-TGACCAGATGTGAGCAG-3
B-Actina FW:5’-GTCGTACCACTGGCATTGTG-3’ 62°C

RW:5’-GCTGTGGTGGTGAAGCTGTA -3’

9.4.6 Analisis por Western blot de la expresion de ZO-1, Ocludina y Claudina-2
Los tejidos de intestino grueso se homogenizaron con buffer de lisis RIPA (Sigma) y

con inhibidores de proteasas (cOmplete Mini, Merck). La proporcion de tejido con respecto
al buffer de lisis fue de 1 g/ml. Una vez homogenizado el tejido, se realizé la cuantificacion
de proteinas a través del método de Bradford (Bradford, 1976). Para la electroforesis se

preparo un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12 %. La cantidad de proteina utilizada fue
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de 50- 60 pg. Las muestras fueron preparadas a una dilucion 1:1 con buffer de corrida, y
hervidas a 95°C durante 5 minutos. Las proteinas fueron trasferidas a una membrana de
polifluoruro de vinilideno (PVDF) previamente activada con metanol. Una vez concluida la
transferencia, las membranas fueron lavadas con TBS-1X (3 veces/10 minutos) y fueron
blogueadas con la solucion de bloqueo (TBS-1X-Tween 0.05%-leche descremada al 5%)
durante 2 horas a temperatura ambiente y en agitacion, después las membranas se lavaron
con TBS-1X (3 veces/10 minutos) y se incubaron con el anticuerpo primario (Tabla 6) por
toda la noche a 4°C. Al terminé de la incubacion, se realizaron lavados con TBS-1X y se
incubd con el anticuerpo secundario por 2 horas a temperatura ambiente, nuevamente se
hicieron lavados con TBS-1X-Tween 0.05% (3 veces/10 minutos). Para el revelado se utilizd
el kit Clarity and Clarity Max Western ECL substrates (Bio-Rad) (v/v). Las membranas
fueron analizadas utilizando el fotodocumentador Image Studio Digits ver 5.2 (LI-COR).
Para el analisis de densitometria se utiliz6 el programa Image J (Fiji), los datos obtenidos

fueron normalizados con respecto al control interno (B-actina).

Tabla 6: Anticuerpos primarios y secundarios utilizados para Western blot.

Anticuerpo Host Dilucion Catalogo Casa comercial
primario
Z0-1 Rata 1:1000 sc-33725 Santa Cruz
monoclonal 1gG Biotechnology
Ocludina Raton 1:300 sc-133256 Santa Cruz
monoclonal 1gG Biotechnology
Claudina-2 Raton 1:400 sc-293233 Santa Cruz
monoclonal 1gG Biotechnology
S-Actina Conejo 1:10 000 AB8227 ABCAM
monoclonal IgG | monoclonal 1IgG
Anticuerpo
secundario
Anti-raton 1gG Cabra 1:5000 31430 Thermo scientific
Anti-conejo 1gG Cabra 1:5000 31464 Thermo scientific
Anti-rata 1gG Cabra 1:10 000 AB6845 ABCAM
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9.5 Evaluacion de la translocacion bacteriana (TB)

9.5.1 Andlisis microbioldgico para detectar la presencia de bacterias en GLM, higado y
bazo
Se tomaron muestras de GLM, bazo e higado los cuales fueron recolectados en

condiciones de esterilidad y procesados en una campana de flujo laminar Lumina V-120, los
tejidos se lavaron con PBS-1X estéril. Las muestras fueron posteriormente homogenizadas,
utilizando aproximadamente 100 mg de cada tejido, se utiliz6 un homogeneizador automatico
(Pellet Pestle, Kontes). Una vez homogenizados se tomaron 100 pl de cada muestra las cuales
fueron cultivados en diferentes medios de cultivo (M17, ICC, tioglicolato y agar cuenta
estandar). Los cultivos se incubaron a 37°C por 24 horas. Después se evalud cada uno de los
cultivos para determinar el crecimiento bacteriano y aquellos cultivos que mostraron
crecimiento fueron sembrados en agares selectivos como MaConkey, sal-manitol y agar
sangre, nuevamente se llevaron a incubacion 37°C por 24 horas. Posteriormente, se revisaron
los medios selectivos con crecimiento y se procedid a realizar tincion de Gram, después se
continud con pruebas bioquimicas para la identificacion de enterobacterias, los medios de
cultivo empleados fueron; MIO (Motilidad-Indol-Ornitina) permite identificar bacterias de
acuerdo a su motilidad a la reaccion de indol a la descarboxilacién de la ornitina, LIA (Agar
Lisina Hierro) ayuda a diferenciar microorganismos que producen descarboxilacion o
desaminacion de la lisina, TSI (Triple AzUcar Hierro) es un medio nutriente y diferencial que
permite analizar la capacidad de produccion de acido y gas a partir de glucosa, sacarosa y

lactosa, catalasa y urea.

9.5.2 Deteccion de ADN bacteriano en muestras de sangre
Para la deteccion de ADN bacteriano, se tomaron muestras de sangre obtenidas

directamente de los diferentes grupos experimentales, la muestra se recolecto directamente
de la vena porta-hepatica (Nodarse Hernandez, 2000). Para la extraccion de ADN, se utiliz6
el kit Quick-DNA™ Miniprepr Plus, siguiendo las indicaciones del fabricante (Anexo K). El
volumen de elucion final fue de 20 pl. Posteriormente la concentracion de ADN obtenido se
determind con el espectrofotometro BioDrop-LITE, la pureza se sacé a través de la relacién

Azeo/Azeo. Luego se prepard una mwzcla de reaccion: 5 pl de SybGreen, 1 pl de
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oligonucleotido Forward, 1 pl de oligonucledtido Reverse (Tabla 5) y 3 pl de muestra sin
diluir. Se llevaron las muestras al termociclador Swift MiniPro, las condiciones que se usaron
para la amplificacion fueron: 95°C por 3 min, 95°C por 45 segundos, 58°C 35 segundos,
72°C 12 segundos y 72°C 3 min. Se procedid a realizar una electroforesis en gel de agarosa
al 1.5% para ver los productos de amplificacion. Los productos de amplificacion fueron
determinados a través de la expresion del gen 16S. Como control positivo Se utilizé una

muestra de sangre inoculada con Escherichia coli.

Tabla 7: Secuencia de oligos utilizados para la PCR en punto final para muestras de suero
de sangre de la vena porta.

Gen Secuencia Temperatura

16S FW 5-TCCTACGGGAGGCAGCAGT-3 58°C
RW 5 -GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT-3

9.5.3 Deteccion de endotoxina (LPS) en muestras de sangre mediante el método LAL
El ensayo de lisado de amebocitos Limulus (LAL) detecta exclusivamente

endotoxinas/lipopolisacarido (LPS), que es un compuesto que se encuentra en la membrana
externa de las bacterias Gram negativas. Se fundamenta en la coagulacion de la hemolinfa en
base a la interaccion entre la endotoxinay los amebocitos, al utilizar un sustrato cromogénico
y al activarse la cascada LAL, la enzima coaguladora induce la liberacion de una molécula
Ilamada pNA que proporciona el color amarillo, el cual es proporcional a la concentracion
de endotoxina presente en la muestra (Burguet & Brito, 2012; Perdomo Morales, 2004). Para
este analisis, tambien se utilizaron muestras de sangre de los diferentes grupos
experimentales, estas muestras fueron centrifugadas para obtener el suero. Las muestras de
suero se analizaron utilizando el kit Pierce™ Cromogénico Endotoxina Quant (Pierce™),
permitiendo medir los niveles de endotoxinas (LPS). Las muestras fueron diluidas 1:50 y
sometidas a un choque térmico de 70°C. Posteriormente, se montaron 50 pl de cada muestra
en los pocillos manteniendo la placa a 37°C, después se afiadio 50 pl del lisado de amebocitos

en cada pocillo, se golped suavemente para mezclar y se regreso la placa a incubacion por 20
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minutos. En seguida, se afiadié 100 ul del sustrato cromogénico y se regresé la placa a
incubacién por 6 minutos. Finalmente, se paro la reaccion con 50 pl de &cido acético al 25%.
La placa fue leida en un lector de absorbancia a 405 nm, y para determinar la concentracion

de endotoxina presente en las muestras se realizd una curva de calibracion.

9.6 Efecto de la tamsulosina y L.lactis sobre la composicion de la microbiota intestinal
en el modelo de cirrosis hepatica.

9.6.1 Extraccién de ADN de materia fecal
Las muestras de materia fecal fueron extraidas directamente del intestino grueso al

momento de la cirugia, cada muestra fue pesada y depositada en tubos estériles. Para la
extraccion de ADN de materia fecal, las muestras fueron procesadas con el kit de aislamiento
Quick-DNA™ Fecal/Soil Microbe Miniprep de acuerdo con las indicaciones del fabricante
(Anexo M). Se realiz6 una cuantificacién de ADN tomando en cuenta la absorbancia de 260
y 280 nm en el espectrofotémetro BioDrop-LITE. Posteriormente, para determinar la pureza
del ADN extraido se considerd la relacion Azeo/A2g0, tomando valores mayores a 1.8,
mientras para la relacion Azeso/A230 valores mayores a 1.5. Por ultimo, se realizé una
electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para verificar la integridad del ADN. El gel fue
visualizado con un fotodocumentador MiniBIS Pro y las imagenes fueron tomadas con el

programa GelCaptureBis.

9.6.2 Analisis de Secuenciacion de nueva generacion
El ADN total obtenido fue enviado a secuenciar al Centro de Investigacion en

Alimentacion y Desarrollo A.C. (CIAD) “Unidad Mazatlan. Los perfiles taxondmicos se
realizaron mediante el gen 16S. Se realizaron amplificaciones mediante PCR para la region
V3 del gen 16S. Los primers utilizados fueron V3-338f y VV3-533r! con adaptadores lllumina.
Despueés, las muestras fueron cuantificadas en Qubit. Las lecturas de las secuencias se

generaron utilizando 300 ciclos 2 x 150 con la plataforma Illumina MiniSeq.
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9.6.3 Analisis de datos con Qiime 2
Las secuencias obtenidas de la plataforma Illumina MiniSeq fueron en formato Fasq, en

seguida se ingresaron a la plataforma Qiime 2 version 2022.2.0 para realizar el analisis de la
microbiota a partir de los datos de secuenciacion de ADN. Teniendo las secuencias cargadas
en la plataforma, se sometieron a un proceso de control de calidad “Denoising & clustering”,
que ayudo a eliminar o corrige secuencias ruidosas, es decir lecturas inespecificas, ademas,
fueron agrupadas segun su similitud con ayuda del algoritmo DADAZ2 (Callahan et al., 2016).
Una vez obtenidas las secuencias representativas, se llevo a cabo la clasificacion o asignacion
taxonémica, donde se compararon con la base de datos Silva para la regién V3 para obtener

la tabla de secuencias variantes de amplicén (ASVs) en Qiime 2 version 2022.2.0.

Posteriormente, se realizd la construccion filogenética, primero haciendo un alineamiento
de secuencias multiples. Después, se hizo un enmascaramiento para eliminar regiones
engafosas o poco informativas, luego se realizé una construccion de arbol (Price et al., 2010).
Por otro lado, se hizo un analisis de rarefaccion de los datos y se estimaron los indices de
diversidad alfa Pielou, Shannon y Simpson. Por ultimo, se calculé una matriz de distancia

UniFrac ponderado por la plataforma Qiimez2.

9.7 Andlisis estadisticos
Los datos que presentaron distribucién normal representan la media de los

valores + el error estdndar de la media (SEM), para las diferencias significativas en la
varianza de los parametros se evaluaron con una ANOVA y sus comparaciones
correspondientes se realizaron con la prueba de Tukey. Para los datos que no tiene
distribucion normal se realizd una prueba no paramétrica como la de Kruskal-Wallis.
Ademas, se realizd un analisis PERMANOVA para la distribucion de las comunidades

bacterianas.
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10. Resultados

10.1 Efecto de la tamsulosina y L. lactis sobre la permeabilidad intestinal en el modelo
de cirrosis hepatica en ratas Wistar

Para evaluar el dafio causado a nivel intestinal a consecuencia de la cirrosis inducida
por CClys, y valorar la efectividad de los tratamientos se realizaron analisis histopatologicos
de muestra de intestino de cada grupo en estudio. El tratamiento con L. lactis, muestra una
recuperacion en la integridad del epitelio intestinal, lamina propia y submucosa, ademas se
observarse en buen estado el musculo, asemejandose al grupo control (sano). En el caso del

grupo de tratamiento con tamsulosina, se aprecia aun disrupcion del epitelio intestinal y

ldmina propia, ademas, un proceso de inflamacion.

" L. lactis o 3 o " TIL lactis
Figura 13: Analisis histopatoldgico de intestino grueso de los diferentes tratamientos. Imagenes
representativas de los cortes histologicos de intestino grueso obtenido de cada uno de los grupos control,
cirrotico, placebo L. lactis, Tamsulosina y T/L. lactis teflidos con hematoxilina y eosina, observadas a 20X. Las
flechas indican los principales cambios morfoldgicos como disrupcion del epitelio intestinal y de la lamina
propia, separacion de la submucosa y el masculo. El tratamiento con L. lactis y T/L. lactis contribuyo a un
restablecimiento del epitelio y la ldmina propia, ademas de ayudar a mejorar el estado de la submucosa y el
musculo.
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En lo que respecta al grupo que se le administrd la terapia combinada (T/L. lactis),
mostrd un restablecimiento del epitelio y de la Iamina propia, e integridad en submucosa y

mausculo. (Fig. 13).

10.1.1 Analisis cualitativo de la expresion de proteinas involucradas en el
mantenimiento de la permeabilidad intestinal: ZO-1, Ocludina y Claudina-2 en
muestras de intestino grueso

Como anteriormente se menciond las proteinas de unién estrecha, son microdominios

de la membrana plasmatica del intestino, ademas de fungir como una barrera ante la difusion
de fluidos y componentes, con una permeabilidad selectiva a iones, agentes patégenos,
factores de crecimiento y algunos otros solutos. A través de analisis de epifluorescencia, se
realizé un analisis cualitativo para la identificacion de ZO-1, ocludina y claudina-2, donde se
observo un mayor namero de células positivas a ZO-1, ocludina y claudina-2 en el grupo
control, en cuanto al grupo cirrético, hay una disminucion evidente de células positivas para
estas proteinas (flechas) esto evidencia un dafio en las uniones estrechas en comparacion al

grupo control.

En lo que respecta al grupo placebo, ademéas de mostrar un dafio en la mucosa
intestinal, se denota también una disminucion de células positivas a dichas proteinas
(flechas). De la misma forma, al evaluar las muestras de intestino de los grupos tratados con
L. lactis, tamsulosina y T/L. lactis, se aprecia un aumento de células positivas a ZO-1,

ocludina y claudina-2 similar al grupo control (Fig. 14).
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Figura 14: Analisis por inmunofluorescencia de las proteinas de unién estrecha en muestras de intestino
grueso. El grupo control muestra células positivas a proteinas de unién estrecha ZO-1, ocludina y claudina-2;
grupo cirrdtico y placebo, evidencian una disminucion de células positivas y zonas de ausencia (flechas
blancas); tratamiento con L. lactis, tamsulosina y T/L. lactis, muestran incremento en células positivas,
observadas a 20X.

10.1.2 Evaluacion de la expresion génica de las proteinas de union estrecha: ZO-1,
Ocludina y Claudina-2 en muestras de intestino grueso
Para corroborar lo observado por epifluorescencia, se evalud la expresion genica en

muestras de intestino, retomando algunos aspectos importantes anteriormente mencionados,
Z0O-1, ocludina y claudina-2 son clave en la regulacién de la permeabilidad intestinal,
mientras que MUC-2 es una mucina que proporciona una barrera mucosa de proteccion al
epitelio intestinal. En la figura 15, se observan los resultados, los cuales mostraron que el
grupo tratado con L. lactis de manera individual incrementd la expresion de ZO-1 (4.81 veces
de cambio) respecto al control (1.20 veces de cambio) y cirrético (2.40 veces de cambio), el
mismo grupo de tratamiento, incremento la expresion de claudina-2 (2.97 veces de cambio)
respecto al control (1.17 veces de cambio) y cirrotico (0.81 veces de cambio), sin embargo,
la expresién de ocludina se observé incrementada en los grupos tratados con L. lactis (4.33
veces de cambio), y con la terapia combinada T/L. lactis (4.96 veces de cambio) aunque no
se logro restablecer como el control (1.62 veces de cambio). En relacion con el grupo tratado



con tamsulosina no observamos cambios significativos en la expresion de dichos genes. Al

mismo tiempo, se evalu6 la expresion de MUC-2, donde pudimos observar que su expresion
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Figura 15: Efecto de los tratamientos L. lactis y tamsulosina sobre la expresién de ZO-1, Ocludina,
Claudina-2 y MUC-2. Se observa un incremento de la expresién de las proteinas de union estrecha (ZO-1,
Claudina-2) en el grupo de tratamiento con L. lactis, ademas se muestra un incremento en la expresion de
ocludina en los grupos tratados con L lactis y T/L. lactis. Ademas, se restablecio la expresion de MUC-2 en el
grupo de tratamiento T/L. lactis. Se utilizaron pruebas unidireccionales de ANOVA y prueba de Tukey para
comparaciones maltiples. Los datos representan la media + SEM. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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fue significativamente mayor en el grupo tratado con T/L. lactis (1.07 veces de cambio), esto
sugiere buena sinergia en la terapia combinada, ya que la expresion de MUC-2 se
correlaciona con lo obtenido en el grupo control (1.0 veces de cambio), por otro lado, también
observamos un incremento importante en el grupo tratado solo con L. lactis (0.65), es decir,
los grupos de tratamiento con L. lactis y T/L. lactis incrementaron la expresion de MUC-2
respecto al grupo cirrético (0.16 veces de cambio).

10.1.3 Andlisis por Western blot de las proteinas de unién estrecha: ZO-1, Ocludina y
Claudina-2 en muestras de intestino grueso
Por otro lado, para correlacionar los resultados obtenidos de la expresion génica de

Z0-1, ocludina, claudina-2, se realiz6 un andlisis de Western blot. Los resultados obtenidos
mediante el inmunoblot muestran que los niveles de expresion de las proteinas de union
estrecha (ZO-1, ocludina y claudina-2) tuvieron un ligero incremento en todos los grupos de
tratamiento respecto al grupo cirrético, sin embargo, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas (Fig. 16). Cabe destacar, que en los grupos de tratamiento con
L. lactis y T/L. lactis se observo un incremento en la expresion de ZO-1 y claudina-2,
mientras que los grupos de tratamiento con L. lactis, tamsulosina y T/L. lactis incrementaron

de manera similar la expresion de ocludina.

10.2 Efecto de la tamsulosina y L. lactis sobre la translocacion bacteriana el modelo de
cirrosis hepatica en ratas Wistar

10.2.1 Analisis microbiologico para la deteccion de bacterias en GLM, Bazo e higado
Anteriormente, los primeros estudios que se realizaban para indicar presencia de

translocacion bacteriana consistian en realizar cultivos de GLM y al ser positivos era
indicativo de translocacién bacteriana, por lo tanto, en esté modelo experimental se realizaron
cultivos no solo de GLM, sino también de tejidos como son el bazo e higado, debido que las
bacterias transitan desde la luz intestinal hacia GLM, después a 6rganos como son higado y
bazo, promoviendo la translocacién bacteriana. Realizados los cultivos de los diferentes
tejidos de los grupos experimentales, se obtuvieron los siguientes resultados (Tabla 8),

respecto al grupo control, no hubo ningan crecimiento en los medios selectivos como lo es
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agar MacConkey para bacterias Gram negativos y agar sal y manitol para bacterias Gram
positivas, donde no se observé crecimiento, ya que, en condiciones normales, no debe de
haber presencia de bacterias en 6rganos linfoides. Respecto al grupo cirrético, se observé
crecimiento Unicamente en el agar MacConkey para bacterias Gram negativas,
posteriormente se realizaron pruebas bioguimicas para determinar el tipo de bacteria
presente, los resultados mostraron cultivos positivos en tejidos (GLM, bazo e higado) con
presencia de Escherichia coli, Enterobacter agglomerans, y Proteus vulgaris las cuales

forman parte del grupo de las enterobacterias.
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Figura 16: Analisis por western blot de ZO-1, Ocludina y Claudina-2 en muestras de intestino grueso de
los grupos de tratamiento. Los resultados fueron obtenidos a través del anélisis densitométrico de las imagenes
de las bandas de Z0O-1, Ocludina y Claudina-2, y normalizados con respecto al control (B-actina), los ensayos
se realizaron por triplicado. Se utilizaron pruebas unidireccionales de ANOVA y prueba de Tukey para
comparaciones multiples. Los datos representan la media £ SEM. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

Respecto a los grupos correspondientes a los tratamientos, en el caso de los grupos
tratados con L. lactis y tamsulosina de manera individual, no se observé crecimiento
bacteriano en los cultivos de los tejidos (GLM, bazo e higado), sin embargo, en el grupo

experimental de la terapia combinada de T/L. lactis, se observo crecimiento bacteriano en los
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cultivos de los tejidos bazo e higado, tratdndose de Staphylococcus aerus, su presencia puede

deberse a una contaminacion externa.

Tabla 8: Andlisis microbioldgico para la deteccion de bacterias en GLM, bazo e higado de
los diferentes grupos experimentales.

Grupo GLM Bazo Higado Bacteria
Control - - - -
E. coli
Cirrotico + + + E. agglomerans
P. vulgaris
E. coli
Placebo + + + K. pneumoniae
L. lactis - - - -
Tamsulosina - - - -
T/L. lactis - + + S. aerus

10.2.2 Deteccidén de endotoxinas bacterianas mediante la prueba de amebocitos de
Limulus polyphemus (LAL)
Uno de los procesos mas evidentes que se presentan cuando hay una afectacion

intestinal es la traslocacion bacteriana, y una de las principales consecuencias de la TB es la
liberacion de productos bacterianos. Actualmente hay diferentes pardmetros para descartar
un proceso de translocacion bacteriana evaluando diferentes productos bacterianos, uno de
ellos son las endotoxinas también llamadas lipopolisacaridos (LPS), son una fraccion
presente Unicamente en la membrana externa (de la pared) de las bacterias Gram negativas,

y que son liberadas cuando hay lisis celular.

Las endotoxinas causan efectos toxicos como fiebre, sepsis, falla multiorganica e
incluso la muerte (Wang et al., 2016). A través del ensayo de lisado de amebocitos Limulus

(LAL) se realizo la cuantificacion de endotoxina bacteriana en muestras de suero (sangre
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portal) de los animales tratados. Donde se identific en el grupo cirrético y placebo la
presencia de endotoxinas con una concentracion de 0.6462 UE/ml y 0.2545 UE/mlI
respectivamente. En lo que respecta a los grupos tratados con L. lactis, tamsulosina y la
terapia combinada T/L. lactis, no se identificd concentracion de endotoxina en suero (Fig.

17). Las concentraciones de LPS reportadas de acuerdo con la literatura oscilan entre 0.0005
a5 UE/ml.
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Figura 17: Deteccion de endotoxina bacteriana en muestras de suero a través del método de LAL. Las
concentraciones de endotoxina de los diferentes grupos fueron: Control 0 UE/ml, cirrético 0.6462 UE/ml,
placebo 0.2545 UE/ml, L. lactis, tamsulosina'y T/L. lactis 0 UE/mI. *P<0.05 denota las diferencias significativas
entre el grupo cirrético y los grupos de tratamiento. Se realizaron ensayos por triplicado, ANOVA y prueba de
Tukey para comparaciones maltiples. Los datos representan la media + SEM.

10.2.3 Deteccién de ADN bacteriano en muestras de sangre
Otro parametro para determinar translocacion bacteriana es la identificacion de ADN

bacteriano en muestras de sangre, ya que es una forma de identificar si las bacterias
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atravesaron la barrera intestinal y se encuentran en circulacion sistémica. En la Figura 18, se
observa la electroforesis en gel de agarosa de productos de amplificacion de PCR usando el
gen 16S, que es el més utilizado para estudios de filogenia y taxonomia bacteriana. En el
grupo cirrotico y placebo, se evidenciaron las bandas del gen 16S indicando presencia de
ADN bacteriano en las muestras de sangre. En cuanto a los grupos de tratamiento con L.
lactis, tamsulosina y la terapia combinada de T/L. lactis, mostraron un importante resultado,
ya que no se obtuvo la banda respectiva del del gen 16S. Cabe mencionar, que el ADN
bacteriano es un factor que corrobora la presencia de translocacion bacteriana en pacientes
cirréticos y al no detectarse en los grupos de tratamiento puede indicar que L. lactis,
tamsulosina y la terapia combinada T/L. lactis estan evitando el proceso de translocacion

bacteriana que se presenta cominmente en la etapa avanzada de la cirrosis.

Control
Control  positivo Cirrético Placebo L. lactis Tamsulosina T/L. lactis
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Figura 18: Identificacion de ADN bacteriano en muestras de sangre mediante PCR. Gel de agarosa al
1.5% donde se muestran los productos de amplificacion obtenidos del gen 16S; carril 1 marcador de peso
molecular de 100 pb, 2 y 3 control negativo, 4 y 5 control positivo, 7, 8 y 9 grupo cirrético, 10, 11y 12 grupo
placebo, 13 y 14 grupo tratado con L. lactis, 15y 16 grupo tratado con tamsulosina, 17, 18 y 19 grupo tratado
con T/L. lactis.
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10.3 Efecto de la tamsulosina y L. lactis sobre la composicién de la microbiota intestinal
en el modelo de cirrosis hepatica en ratas Wistar: Analisis metagenémico

10.3.1 Métricas de secuenciacion y estructuras generales de la comunidad bacteriana
A partir de la secuenciacion del ADN obtenido de la materia fecal de los diferentes

grupos se obtuvieron un total de 1,794,138 secuencias de alto rendimiento de las 18 muestras
para la region 16S-V3 rRNA con la plataforma Illumina MiniSeq (300 ciclos, 2X150).
Posteriormente, los datos pasaron por un control de calidad y se ensamblaron 1,134,169
lecturas. Se obtuvieron de este proceso 659,780 secuencias. Después del procesamiento de
secuencias se clasificaron 1,625 ASVs (Secuencias Variantes de Amplicon) de todas las

muestras por medio de la base de datos Silva para la region V3.

10.3.2 Diversidad bacteriana en el intestino grueso
Para determinar el efecto de la tamsulosina y L. lactis sobre la diversidad bacteriana,

se realizaron curvas de rarefaccion para la normalizacion de los datos, este método permite
ajustar las diferencias en los tamafios de las bibliotecas entre las muestras, y que es necesario
para permitir la determinacion de la diversidad alfa, lo que evidencia si los ASVs obtenidos
son suficientes con las secuencias conseguidas (Fig. 19) donde se aproximaron a una asintota
estable en todos los grupos, por lo tanto, la cantidad de secuencias obtenidas fue suficiente

para determinar la diversidad alfa de cada grupo.
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Figura 19: Analisis de rarefaccion. Método que determina el nimero de ASV’s promedio de las muestras.
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Por otra parte, la diversidad, riqueza y equitatividad de las comunidades bacterianas
en los diferentes grupos problema, se evalu6 por medio de la estimacion de los indices de
diversidad alfa (indice de Pielou, Shannon y Simpson). El indice de diversidad alfa revela la
diversidad bioldgica que existe en una sola muestra. El indice de Pielou mide la proporcion
de la diversidad observada, su valor va de 0-1, entre mas cercano sea a 1 significa que todas
las especies son igualmente abundantes y méas cercano a 0 indica ausencia de uniformidad.
El indice de Shannon es la incertidumbre de una especie seleccionada al azar entre la
comunidad, es decir, si hay alta entropia, por lo tanto, habra alta diversidad, y el indice de
Simpson es una probabilidad tomada de una comunidad aleatoriamente, pero estd enfocado
a la dominancia de una especie. El analisis de diversidad mediante dichos indices (Fig. 20a,
b, c), estadisticamente revelan que no hubo diferencia significativa entre los grupos, sin
embargo, los grupos que presentan mayor diversidad y riqueza segun los indices estimados

son el grupo tratado con L. lactis y el tratado con T/L. lactis.

Asi mismo, para determinar diferencias entre las comunidades se realizé un analisis
de diversidad beta basado en una matriz de distancia UniFrac realizando un analisis de
componentes principales (PCoA) (Fig. 20d). Se observé dos grupos formados por las
muestras problema, es decir, se encuentran formando un grupo las muestras del grupo control
y el tratamiento con L. lactis y, por otro lado, el grupo cirrético, placebo y tamsulosina se
encuentran formando otro grupo. Sin embargo, el grupo T/L. lactis se encuentra disperso.
Los resultados obtenidos nos indican que las comunidades microbianas del tratamiento
control y L. lactis son similares y son diferentes a las comunidades encontradas en los
tratamientos cirrotico, placebo y tamsulosina. Para corroborarlo de manera estadistica, se
realizd una PERMANOVA, indicando que si hay diferencia significativa entre las

comunidades (p < 0.05).

10.3.3 Composicion de la comunidad bacteriana
La composicion de las comunidades microbianas en los organismos bajo diferentes

tratamientos dada gracias a la abundancia relativa de ASVs reveld que, a nivel de phylum en
el grupo cirrotico se incremento radicalmente la proporcion de Firmicutes (81.7-91.1%), que
es el phylum mas abundante en todas las muestras, seguido por Bacteroidetes (5.4-14.2%),
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Proteobacteria (0.52-2.2%) y Actinobacteria (0.44-0.78%) (Fig. 21a). En el grupo placebo,
los Firmicutes se encuentra en una proporcion similar al cirrético (56.4-92.8%),
Bacteroidetes (5-35%), Proteobacteria (0.06-0.7%) y Actinobacteria (0.4-0.7%). Respecto
al grupo control segln la abundancia relativa a nivel de Phylum los Firmicutes (43.6-62.9%),
Proteobacteria (22.5-45.5%), Bacteroidetes (10.1-22%) y Actinobacteria (0.17-1.6%). En el
grupo tratado con L. lactis se observd una reduccion de Firmicutes (53-68.4%) en
comparacion al cirrético y similar la observada en el grupo control, Proteobacteria (7.8-
20.3%), Bacteroidetes (10.2-27.8%) y Actinobacteria (0.1-0.5%). En el caso del grupo
tratado con tamsulosina resulté un incremento en Firmicutes (70.6-99.7%) semejante al
grupo cirrético, Proteobacteria (0.04-4.6%), Bacteroidetes (0.006-23.4%) y Actinobacteria
(0.17-0.23%). Asi mismo, los resultados muestran que en el grupo de la terapia combinada
T/L. lactis se identificd la abundancia relativa de Firmicutes (51.3-85.7%), Proteobacteria
(1.3-23%), Bacteroidetes (11-32%) y Actinobacteria (0.4-0.7%). Cabe mencionar que se
evidencio a nivel de Phylum menor abundancia relativa de ASVs, tales como: Cyanobacteria,

Elusimicrobiota, Thermoplasmatota y Planctomycetota.

A nivel de clase, Clostridia es quien mas predomina en todos los grupos, sin embargo,
en el grupo control se encuentra en una proporcién 50-60%, seguida de
Gammaproteobacteria con 20-40%, Bacteroidia 10-20% y Campylobacteria 0.8%, en
comparacion con el cirrético y placebo, se observé un aumento en Clostridia de 80%, una
disminucion de Gamaproteobacteria 0.7% (Fig. 21b). El grupo tratado con L. lactis las
proporciones fueron similares al control, Clostridia con 50-67%, Gamaproteobacteria con
18%, Bacteroidia con 26%, Camylobacteria con 0.8%. En el caso del grupo tratado con
tamsulosina, se observé un aumento significativo de Clostridia (98%). En el grupo T/L. lactis
se observo Clostridia (48-53%).
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Figura 20: Indices de diversidad alfa y beta de las comunidades bacterianas. Los grupos de tratamiento
con L. lactis y T/L. lactis muestran diversidad entre cada muestra y entre cada comunidad. Las graficas
representan los rangos intercuartilicos, la linea que divide la caja representa la mediana entre cada grupo. indice
a) Pielou, b) Shannon y c) Simpson p <0.05, prueba Kruskal-Wallis. d) Andlisis de coordenadas principales
PCoA basados en una matriz de distancia UniFrac ponderado, PERMANOVA (p < 0.05).

A nivel familia las proporciones de AVSs que conforman cada muestra aumentan, en
el grupo control no encontramos Clostridiaceae, pero si Peptostreptococcaceae 21%,
Prevotellaceae (17%), Lachnospiraceae (20%), Oscillospiraceae (8%) y Ruminococcaceae
(7%) (Fig. 21c). En el grupo cirrético y placebo, hay un incremento de Clostridiaceae del

20%, y una disminucion de Peptostreptococcaceae, en el grupo tratado con L. lactis y la
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terapia combinada de T/L. lactis encontramos que hay una pequefia reduccién de
Clostridiacea 3%, en el grupo tratado con tamsulosina hay un gran incremento de
Clostridiaceae (30-80%).
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Figura 21: Perfiles de comunidades bacterianas en intestino con base a los ASV’s (Secuencias Variantes
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11 Discusion
La funcidn del intestino, los cambios presentes en la microbiota y la translocacion

bacteriana son aspectos importantes que se deben de considerar en pacientes con cirrosis
hepatica. Por lo general, los tratamientos utilizados para la cirrosis tienen como objetivo
regular las propias complicaciones hepaticas, sin embargo, no son suficientes debido a la
falta de eficacia o especificidad. Por lo cual, el tratamiento farmacoldgico del intestino y el
mantenimiento o la mejora de la microbiota, es un area importante que debe de seguir
estudiandose. Este trabajo demostro gue el uso de un alfa-blogqueador como la tamsulosina y
L. lactis reducen las alteraciones provocadas sobre el intestino en el modelo de cirrosis
hepatica inducida con CCls. Una de las evidencias mas sustanciales obtenidas en este modelo
es la mejoria en la histopatologia del epitelio del intestino grueso en los animales que
recibieron el tratamiento, es caracteristico que durante la enfermedad la desorganizacion del
tejido y la perdida de las capas externas del intestino se presente, provocando con ello el paso
de macromoléculas no deseadas y de microorganismos patdgenos y comensales (Mufioz &
Albillos, 2008). Los grupos de animales tratados con L. lactis de manera individual y
combinada (T/L. lactis) mostraron una recuperacion de la disrupcion intestinal ocasionada
por la cirrosis, en comparacion con los grupos que no recibieron el tratamiento. Es importante
mencionar que el dafio del tejido y la funcion intestinal durante la enfermedad es a
consecuencia de la hipertension portal y factores etiol6gicos que modifiquen las secreciones
de la mucosa (Mufioz & Albillos, 2008).

Por otro lado, a través de diferentes analisis realizados para detectar los dafios
ocurridos en la permeabilidad intestinal, se evaluaron proteinas de unién estrecha (ZO-1,
Ocludina y Claudina-2), donde encontramos que los grupos de tratamiento con L. lactis
administrado individual y combinada T/L. lactis promovieron un incremento en la expresion
de dichas proteinas, ademéas de inducir un incremento de MUC-2 que es una mucina de
recubrimiento intestinal. Se ha reportado que durante la cirrosis se presenta una disminucion
de estas proteinas y en particular la de ZO-1 lo cual induce un incremento de la permeabilidad
del intestino (lbrahim et al., (2020) promoviendo el paso de toxinas, antigenos y bacterias
que pueden contribuir a las complicaciones de la enfermedad, por lo tanto, alteraciones o

dafios en estas proteinas perjudica el mantenimiento y regulacién de la barrera intestinal
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durante la enfermedad hepética (Fukui, 2015). Yoseph et al. (2016), realizaron un modelo
similar al nuestro, donde evidenciaron que el desequilibrio intestinal (estado de disbiosis)
promueve a una disminucion de proteinas de union estrecha. Por lo cual, al encontrar que en
los grupos tratados con L. lactis y T/L. lactis, hay un incremento en la expresion de estas
proteinas se esta contribuyendo a fortalecer y proteger la barrera intestinal disminuyendo la
permeabilidad de toxinas, antigenos y bacterias.

Es posible que los efectos observados en estos grupos de tratamiento pueden deberse
a los mecanismos regulatorios generados por el probiético (L. lactis), se ha reconocido
ampliamente que una caracteristica propia de los probioticos es promover la reparacion y el
mantenimiento de la barrera intestinal a través de la expresion y funcionalidad de las
proteinas de union estrecha, ademas de estimular mecanismos antiinflamatorios, reduciendo
el transito de productos o moléculas patogénicas a través de la mucosa (Diaz et al., 2015;
Romero & Menchén, 2013). Por otro lado, Rondon et al. (2015) sugieren que los probidticos
presentan una actividad competitiva contra agentes patdégenos para evitar la adherencia al
epitelio intestinal, asi mismo, coadyuban a incrementar la expresion de MUC-2 favoreciendo
la proteccion del intestino, esto explica los resultados del grupo tratado con L. lactis sobre el
incremento de la expresion de MUC-2.

En lo que respecta a la translocacion bacteriana, la cual es un mecanismo muy
presente durante la cirrosis como consecuencia del dafio intestinal (Wiest et al., 2014), en
nuestro trabajo se realizd un analisis para ver si la afectacion ocurrida sobre permeabilidad
promovia el proceso de translocacion bacteriana y si el tratamiento propuesto prevenia este
mecanismo. Nuestro analisis consistid en realizar varios tipos de ensayos que permitieran
detectar en la circulacion portal, sistema y en diferentes 6rganos (GLM, bazo e higado) la
presencia de bacterias o de productos bacterianos. En nuestros resultados observamos que en
el grupo cirrético se encontraron diferentes tipos de bacterias tales como: E. coli, K.
pneumoniae, E. agglomerans y P. vulgaris. Nodarse Hernandez, (2000) menciona que las
bacterias que mas se aislan cuando hay un proceso de translocacion bacteriana son las
bacterias Gram negativas de la familia de enterobacterias, se sabe que un factor importante
que contribuye a la translocacién bacteriana ademas de la alteracién de la permeabilidad

intestinal es el sobrecrecimiento bacteriano, el cual se presenta cuando existe un decremento
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en la sintesis de acidos biliares y aunado a ello, las modificaciones de la microbiota intestinal
(Fukui, 2015). En cuanto a los grupos de tratamiento con L. lactis y tamsulosina, no se detectd
la presencia de bacterias en los tejidos, esto indica que los tratamientos al restablecer o
mejorar la permeabilidad del intestino se evita el paso de microrganismos a diferentes sitios.
Para sustentar estos resultados se realiz6 ademas un andlisis en sangre para evaluar si las
bacterias lograron translocar y llegar a la circulacién sistémica, los resultados demuestran
que en los grupos tratados con L. lactis, tamsulosina y T/L. lactis no se identificaron
productos bacterianos como LPS y ADN bacteriano. La endotoxemia se presenta cuando hay
disrupcion en la mucosa intestinal permitiendo el libre acceso a bacterias y sus productos; las
endotoxinas o LPS, mencionadas anteriormente, son una fraccion presente Gnicamente en las
bacterias Gram negativas y es liberado cuando hay lisis celular, estas moléculas son
altamente toxicos para el organismos (Nodarse Hernandez, 2000). Las complicaciones de la
endotoxemia son muy graves en pacientes criticos, ya que puede contribuir al fallo
multiorganico, deterioro hepatico, activan el sistema inmune y respuesta inflamatoria,
ademas de un desequilibrio hemodindmico en la cirrosis (G Soriano & Guarner, 2003; Su &
Ding, 2015).

La adhesion de bacterias a las células epiteliales intestinales es un primer paso para
la colonizacién e introduccion. Por consiguiente, limitar el acceso de las bacterias a la
superficie apical de los enterocitos que recubren el tracto gastrointestinal es importante para
la supervivencia del huésped (Lu & Walker, 2001). En los grupos tratados con L. lactis se
conoce que al ser un probidtico coloniza transitoriamente el intestino y excluyen de forma
competitiva la adhesion de bacterias patdgenas al epitelio intestinal (Resta-Lenert & Barrett,
2003). Por lo cual se demuestra que el tratamiento probidtico impide la adhesion de bacterias
luminales a la superficie del epitelio. En lo que respecta a la tamsulosina no hay datos
publicados sobre el efecto de este farmaco en el intestino, sin embargo, en nuestro modelo
observamos una mejoria sobre la permeabilidad intestinal. Cabe mencionar que se requieren
mas estudios para conocer los mecanismos implicados en la modificacion de la

permeabilidad intestinal realizada por este farmaco.

Otro aspecto importante durante la cirrosis y en muchas enfermedades intestinales

son los cambios en la composicion de la microbiota (Milosevic et al., 2019). Acerca de la
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composicion de la microbiota intestinal, al estimar los indices de diversidad alfa se denot6
que los grupos con mas diversidad y riqueza fueron los tratados con L. lactis y T/L. lactis,
esto se corrobora con lo reportado por Carvalho et al. (2018), ya que ellos estimaron el indice
de Shannon, y aunque no encontraron diferencias significativas, evidenciaron que el grupo
tratado con L. lactis fue el que mostré mayor riqueza sobre los demas grupos. Por otro lado,
Pérez-Monter et al. (2019), evaluaron los indices de Chaol y Shannon, donde compararon la
diversidad entre un grupo control (sano) y un grupo cirrético (enfermo), resultando el grupo
cirrotico con menor diversidad alfa en comparacion al grupo control, respecto a nuestros
resultados se obtuvo de manera contraria, aunque no hubo diferencia significativa, el grupo
cirrético presento mayor diversidad en comparacion al grupo control. Lo que respecta a la
diversidad beta, Chen et al. (2016) realizaron un analisis de la microbiota intestinal por
secuenciacion del gen 16S rRNA, e hicieron un analisis de matrices de distancia UniFrac
ponderado y revelaron una notable diferencia en las comunidades bacterianas del grupo

cirrético y control, como lo observamos en nuestros resultados obtenidos.

Otro punto es la abundancia relativa, donde a nivel Phylum Firmicutes y
Bacteroidetes son los més abundante en todas las muestras, donde principalmente los
cambios dietéticos provocan cambios en la composicion de la microbiota desencadenando
varias complicaciones. Cabe destacar que los Firmicutes son bacterias que tienen capacidad
de degradar algunos polisacaridos indigeribles convirtiéndolo en butirato que es la principal
fuente de energia para las células intestinales, ya que un incremento de este phylum y
disminucion de Bacteroidetes estan directamente relacionada con obesidad por una dieta alta
en grasas, ya que la produccién de energia y calorias a partir de polisacaridos indigeribles
altera la homeostasis energética (Pascale et al., 2018). Por lo tanto, nuestros resultados se
corroboran, Chen et al. (2016) realizan un estudio similar donde determinan la conformacion
de la microbiota intestinal e identifican que Firmicutes incrementa significativamente en el
grupo cirr6tico, ademas en el grupo control Proteobacteria fue mas abundante en
comparacion al grupo cirrotico, y fue lo que se observé en nuestros resultados obtenidos. Por
otro lado, Castafieda-Guillot, (2018) afirma que Firmicutes y Bacteroidetes conforman en su
mayoria a la microbiota intestinal en humanos y ratones. En cuanto a las condiciones

normales de la microbiota intestinal, Pérez-Monter et al. (2019), indican que se constituye
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por Firmicutes (60%), Bacteroidetes, Actinobacteria y Proteobacteria, mientras que en un
estado de cirrosis se ve incrementada Proteobacteria y hay una disminucion en Bacteroidetes
y Actinobacteria, en nuestros resultados se observd que Proteobacteria disminuyo
significativamente en un estado de cirrosis. Sanchez Martin & Hamre Gil (2021) mencionan
que Firmicutes es clave en el mantenimiento de la integridad de la barrera intestinal, ademas,
mencionan que en un estado de cirrosis disminuye Firmicutes, respecto a nuestros resultados,
Firmicutes es quien predomina en las muestras por lo que favorece a mantener la integridad
de la barrera intestinal, sin embargo, en el grupo cirrético fue el phylum méas abundante.
Ahora bien, los grupos de tratamiento con L. lactis individual y combinado T/L. lactis
lograron restablecer las proporciones a nivel phylum de manera similar al grupo control
(sano), retomando los antecedentes, L. lactis al ser un probiotico confiere la capacidad de
modular la microbiota intestinal en enfermedades hepaticas (G. Romero, 2016b), ademas de
poder controlar alteraciones en la permeabilidad intestinal (German Soriano et al., 2013). Es
decir, el tratamiento con L. lactis, ayudo a reducir las modificaciones en la composicion de

la microbiota intestinal consecuencia de la enfermedad de cirrosis hepatica.
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12 Conclusién

1.

La administracion de tamsulosina y L. lactis mostro un efecto benéfico sobre los
dafos presentes en el intestino durante la cirrosis hepatica.

El tratamiento con L. lactis y T/L. lactis promovid a un aumento en la expresion
de proteinas de unidn estrecha tales como ZO-1, Ocludina y Claudina-2. Asi
mismo, L. lactis aumento de forma significativa la expresion génica de MUC-2.
Por otra parte, el tratamiento ya sea administrado de forma individual o
combinado, inhibi6 el paso de bacterias y productos bacterianos como
endotoxinas (LPS) y ADN bacteriano a la circulacion sistémica.

El tratamiento con L. lactis reduce las modificaciones de la composicion de la
microbiota intestinal presentes durante la cirrosis hepatica,

Este es el primer estudio reportado sobre el potencial terapéutico de la tamsulosina

y L. lactis sobre el intestino durante la cirrosis hepatica.
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14 Anexos

Anexo A

Preparacion de p-formaldehido 4%, pH 7.2:

Poner a calentar a 70 °C PBS 1X.
Adicionar 4 g de p-formaldehido.
Agregar una pizca de NaOH, hasta que se aclare la solucion.

Ajustar pH y el volumen final a 100 ml con PBS 1X.

Anexo B

Silanizacion de portaobijetos:

Sumergir los portaobjetos en extran-agua destilada por 1 hora, o dejarlos toda la noche.
Enjuagar con agua corriente y después con agua destilada.

Secar los portaobjetos muy bien con papel.

Ponerlos en canastillas listas para sumergir.

Colocar los portaobjetos en acetona grado reactivo por 5 minutos.

Sumergir durante 5 minutos la canastilla en una solucion de Silano al 2 % (98 ml de acetona
+ 2 ml de (3-Aminopropyl) triethoxysilane, SIGMA A364, Refrigeracion).

Hacer dos enjuagues rapidos en agua destilada (en dos recipientes).
Poner a secar los portaobjetos silanizados a una temperatura de 56 °C por 24 horas.

Sacarlos de la estufa y colocarlos en sus respectivas cajas y guardarlos y sefialar que son

silanizados.
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(3-Aminopropyl) triethoxysilane: permite que el tejido se fije al portaobjeto y que durante la

técnica no se despegue.

Instrucciones de manejo del HISTOQUINET

Oprimir la tecla 1] para subir y bajar el porta-cestas.

Verificar la posicion del porta-cestas, se esta en el Gltimo vaso de parafina oprimir la techa

« para cambiar de lugar el portacestar al paso 1 que contiene agua destilada.
Colocar la canastilla con las capsulas que contienen los tejidos a procesar.
Volver a oprimir la tecla 1| para bajar el portacestar.

Oprimir la tecla START para comenzar el proceso, elegir primero el programa que se quiere

llevar a cabo.

Luego oprimir la tecla TIMER para programar el tiempo del FIN DEL PROGRAMA, con
las teclas UP y DOWN incrementar o decrementar el valor visualizado y con latecla ENTER

valida la opcion o ajustes establecidos.
Al finalizar la programacion del tiempo de FIN DE PROGRAMA oprimir la tecla START.

El objetivo del uso del HISTOQUINET es deshidratacion, aclaracion e infiltracion de los

tejidos.
Vaso No. = Reactivo Tiempo de inmersion (hr)
1 Agua destilada 1:00
2 Alcohol 70% 1:00
3 Alcohol 80% 1:00
4 Alcohol 96% 1:00
5 Alcohol 96% 1:00
6 Alcohol 100% 1:00
7 Alcohol 100% 1:00
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8 Alcohol  100%-Xilol  (proporcién  1:00

50:50)
9 Xilol 1:00
10 Xilol 1:00
11 Parafina 1:00
12 Parafina 1:00

Cuando termina el programa suena la alarma para sacar los tejidos ya procesados.
Oprimir la tecla STOP y luego 1| para subir el protacestar y sacar la canastilla con los tejidos

para proceder a incluirlos en blogues de parafina en la estacion de inclusion.

Inclusion de tejidos en blogques de parafina

Encender la estacion de inclusion en la parte posterior, luego oprimir el boton de Manual
Mode (ON/OFF) verificar que la placa fria (COOL) y caliente (HEAT) este encendido el

foco en verde.
Verificar que el contenedor de parafina no esté vacio si es asi agregar hojuelas de parafina.

Esperar a que la temperatura de la parafina alcance una temperatura de 63°C para poder

usarla.

Tomar el tejido de la placa caliente con una pinza y colocarlo en una base metalica dandole
el sentido y angulo que desee cortar, luego colocar 2 escuadras metalicas acomodando el

tamario del bloque de acuerdo con el tejido.
Colocar una base de casette plastico sobre las escuadras y se rellena con parafina caliente.

Pasar a la placa fria para que se solidifique y esperar a que se enfrie.

Microtomia

El bloque se coloca en el microtomo, aparto con el que se puede controlar el &ngulo y grosor

del corte.
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Primero se tiene que rebanar el exceso de parafina y los primeros cortes, hasta que se
descubra el tejido en el bloque.

Una vez que el tejido es visible, se procede a hacer cortes, cominmente a 5 um.

Los cortes salen como pequefias rebanadas, pegadas en sus bordes lo que constituye una
pelicula de parafina. Hasta 5 a 8 cortes consecutivos son adecuados, es importante que los

cortes no se doblen sobre si 0 se arruguen.

La pelicula es transferida a un bafio maria a 42° en donde se deja en la superficie para que se

expanda.

Luego con ayuda con un portaobjetos recubiertas con 3-aminopropyel triethoxysilane al 2%,
se pesca una rebanada o mas, se elimina el exceso de agua de la laminilla y se coloca en una
superficie caliente para que se evapore el agua y el tejido se peque al portaobjetos por accién

de calor.

Posteriormente los portaobjetos se transfieren a una estufa a 60 °C para desparafinarse por lo
menos 1 hora. El objetivo de la desparafinacién es para que el tejido quede bien fijado al

portaobjetos y se quite el exceso de parafina para su deshidratacién y tincion.

Anexo C

Procedimiento de fijacidn de tejidos para criostato

Después de extraer el tejido, se procede a realizar lo siguiente:
Dejar el tejido en paraformaldehido 24 horas.

Posteriormente, pasar el tejido a una solucién de sacarosa al 10% (diluida en agua destilada)

y dejar 24 horas.
Pasar el tejido a una solucion de sacarosa al 20% y dejar 24 horas.
Pasar el tejido a una solucion de sacarosa al 30% y dejar 24 horas.

Por ultimo, montar el tejido en el disco con Tissue Tek y enfriar con nitrégeno liquido.
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Obtencion de cortes histolégicos en criostato

Encender el equipo con un dia de anticipacion para que se ajuste a la temperatura adecuada.
Primero, se mantiene presionada la flecha (arriba) para recorrer hacia atras el cabezal.
Se ajustan las micras que se desee el corte (comunmente a 5 micras).

El bloque frio se coloca en el criostato y se ajusta de acuerdo con el angulo del corte que se
desee con ayuda de los tornillos.

Avanzar de poco a poco con la flecha (abajo) hasta que el blogque esté muy cerca de la cuchilla

pero que no lo corte.

Girar la palanca exterior hacia atras para comenzar a cortar, rebanar el exceso de Tissue Tek

y descartar los cortes hasta que el tejido sea visible por completo.
Se procede a hacer cortes.

NOTA: Es importante bajar la tapa de vidrio antes de cortar la seccién de tejido, ya que
permite la retencion de este. Los cortes salen como pequefias rebanadas pegadas a la platina,

por lo que es importante que los cortes no se doblen sobre si 0 se arruguen.

Tomar un portaobjetos silanizados y rotulado correctamente con lapiz, abrir la tapa de vidrio
y rapidamente pegar el portaobjetos al corte realizado.

NOTA: No demorar mucho tiempo en tomar el corte realizado, ya que el Tissue Tek se
descongela rapidamente. Hacer un corte a la vez. Los siguientes cortes pegarlos a lo largo de
la laminilla dejando un espacio considerable entre cada tejido (Por ejemplo, 3 cortes por

laminilla). Dejar el portaobjetos dentro del criostato para que no pierda temperatura.
9. Por ultimo, realizar la tincidn que se desee 0 se ajuste a la muestra a evaluar.

NOTA: Para el primer paso de la tincidn, no se deshidrata el tejido con xilol ni alcohol, sino
que se pasa directamente al agua destilada para hidratar el tejido, se continua con los
colorantes segun el orden de la tincion, y, por ultimo, se deshidrata el tejido antes el montaje

con Entellan, para que no sea perecedero.
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Anexo D

Tincién de Hematoxilina y Eosina

Procedimiento:
Los tejidos deben estar fijados con p-formaldehido al 4%.
Los cortes de parafina deben ser de 5 micras.

Se comienza por el desparafinado con xilol 2 lavados de 10 min cada uno. Después con el
proceso de deshidratacion en alcohol absoluto 2 lavados de 10 minutos, después en alcohol
96 ° durante 10 minutos, luego en alcohol 80° 10 minutos y se termina en agua destilada 10

minutos.

Se procede con la tincion en el primer colorante que la hematoxilina, se sumergen en las

laminillas durante 3 a 10 minutos (depende del tiempo de uso).

Luego se hace un lavado con agua corriente durante 15 minutos aproximadamente seguido

de 2 lavados en agua destilada durante 10 minutos cada uno.

Se sumergen las laminillas en el segundo colorante que es la Eosina durante 30 segundos a 1

minuto y luego deshidratacion.

Sumergir en alcohol 80° durante 10 minutos, después alcohol 96° 1 minutos, luego 2 veces

alcohol absoluto 10 minutos y se finaliza con xilol 2 veces 10 minutos.
Poner el medio de montaje y el cubreobjetos.

Dejar secar y listo para observar.

Anexo E

Inmunofluorescencia
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Desparafinizacion del tejido. Se quito la parafina del tejido con: xileno 2 veces por 7 min;
etanol 100% 2 veces por 7 min; etanol 96% 1 vez por 15 min; etanol 70% 1 vez por 5 min.

Se enjuagaron con agua corriente durante 5 min.

Desenmascaramiento de epitopos. Se colocd en una olla 1.5 litros de buffer de citrato de
sodio. Se dej6 que la presion de la olla subiera a lo maximo, en seguida se apago la olla. Se
introdujeron las laminillas en un porta-laminillas de metal dentro de la olla, procurando que
quedaran completamente cubiertas por el buffer. Se encendid la olla y una vez que salio el
vapor por la valvula se deja dos minutos, después se apago y se dejaron las laminillas reposar

dentro del buffer 15 minutos.
Lavar con PBS 1X 3 veces por 5 min.

Inactivacion de las peroxidasas endogenas. Las laminillas se colocaron en una solucion de

metanol-H202 10% durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Lavar con PBS 1X 3 veces por 5 min.
Alrededor del tejido de interés se marcaron circulos con el pen PAP.

Permeabilizacién de la membrana. Se lavaron las laminillas con PBS-Triton X-100 0.2%

durante 30 min.

Bloqueo de uniones inespecificas. Se incubaron 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 hiumeda
a4°C. El anticuerpo se diluyé en PBS 1X-Triton X-100 al 0.2% y 0.5% de suero fetal bobino.

Lavar con PBS-Triton X-100 0.2% 3 veces durante 5 min.

Segundo anticuerpo. Se incub6 con el anticuerpo secundario unido al cromégeno diluido en

PBS + 0.5% Suero Fetal Bovino, durante 1 hora a temperatura ambiente en camara humeda.
Lavar con PBS 1X 3 veces por 5 min.

Disminucion de la autofluorescencia. Se incubd 10 minutos con Sudan Negro B preparado al

0.1% en etanol al 70% (filtrado). Se lavo con PBS 3 veces por 5 min.
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Tincién de nucleos. Se incubaron durante 10 minutos con Hoechst 1x en PBS.
Lavar con PBS 1X 3 veces por 5 min.

Montaje de la laminilla. Se cubrié el tejido con medio de montaje a base de agua, sea

Glicergel, Moviol, etc. Sin dejar burbujas.

Anexo F

Extraccion de RNA de tejido

1.- Colocar en un tubo de 2 ml de fondo plano 400 pl de Trizol, mantener en hielo.
2.- Colocar un trozo de tejido dentro del tubo con Trizol aproximadamente 100 mg.
3.- Homogenizar la muestra.

4.- Centrifugar en frio por 10 minutos a 10,000 RMP.

5.- Pasar sobrenadante a tubo de 1.5 ml conico.

6.- Afiadir 400 ul de etanol absoluto.

7.- Llevar al vortex durante 30 segundos.

8.- Transferir a columna con camisa del kit de extraccion RNA Miniprep.

9.- Centrifugar a velocidad maxima durante 30 segundos.

10.- Descartar el liquido.

11.- Agregar 400 pl de reactivo pre-wash.

12.- Centrifugar a velocidad méaxima durante 30 segundos.

13.- Descartar liquido.

14.- Agregar 700 pl de reactivo wash.

15.- Centrifugar a velocidad maxima durante 2 minutos.
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16.- Descartar liquido.
17.- Centrifugar a velocidad maxima 2 minutos con la tapa del tubo abierta.
18.- Colocar columna en tubo conico nuevo.

19.- Oler para detectar Etanol, en caso de percibir olor a etanol, dejar abierto durante 2

minutos.

20.- Agregar 30 pl de Agua (kit) y dejar reposar 1 minuto.
21.- Centrifugar 45 segundos.

22.- Separar 15 pl en tubo de 600 pl.

23.- Cuantificacion de RNA en nanoanalizador (Biodrop).

Anexo G

Electroforesis de RNA

1.- Preparacion de buffer de stock TRIS-ACETATO (TAE) 50X

Reactivo Cantidad Concentracion final
Tris base 242 g 19M

Acido acético 571 ml 57,1%

EDTA 0.5M pH 8.0 100 ml 0,056 M

Completar con 1 It de agua destilada.
2.- Preparar camara de electroforesis y peine.
3.- Preparar gel de agarosa al 1.5% en TAE 1X, calentando hasta disolver completamente.

4.- Afadir la agarosa a la camara asegurando tener los peines debidamente insertados.

Esperar a que solidifique.

5.- Con precaucion retirar el peine. Y colocar la camara de manera que los pozos se ubiquen

en el &nodo.

89



6.- Después que la agarosa haya quedado completamente solidificada, afiadir el buffer de
electroforesis TAE 1X entre 0,5y 1 cm por encima del gel.

7.- En el primer pozo colocar 3 pl de marcador de peso molecular.
8.- En papel parafilm colocar 1 pul de buffer de corrida por alicuotas.
9.- Tomar 5 pl de muestra y mezclar con el de buffer de corrida

10.- Tomar los 6 pl y colocar en el siguiente pozo del gel. Continuar asi con todas las

muestras.

11.- Una vez finalizada la colocacién de las muestras en los pocillos, cubrir la cdmara con la

tapa y conectar los cables correspondientes de los electrodos en la fuente de poder.
12.- Encender la fuente de poder y seleccionar 100 V a 60 min.
13.- Detener la electroforesis hasta que el frente de corrida se localice en la posicidn deseada.

14.- Finalizada la electroforesis proceder al desmontaje del equipo empezando con

desconectar los electrodos de la fuente de poder ya apagada.

15.- Posteriormente, sumergir el gel de agarosa en bromuro de etidio a una concentracion de
1ug/ml (Diluir 100 pl de bromuro de etidio a partir de la solucion stock en 100 ml) y dejar

incubando por 15 minutos en reposo.

16.- Encender la computadora y el analizador de imégenes asegurando siempre que la luz

UV se encuentre apagada.
17.-Abrir programa “Gel Capture Mini Bi”.

18.- Al terminar el periodo de incubacidn retirar con precaucion el gel de agarosa del envase,

permitiendo que el bromuro de etidio escurra completamente.
19.- Colocar el gel en la bandeja del analizador de imagenes.
20.- Cerrar la bandeja y encender la luz UV.

21.- Modificar en el programa la sensibilidad, el tiempo de exposicion y el brillo hasta

obtener una imagen clara del gel.

90



22.- Seleccionar el &rea de estudio y guardar la imagen.

21.- Limpiar con agua destilada la bandeja del analizador.

Anexo H

Retrotranscripcion

1.- Se parte de 500 ng de RNA en 20ul de mezcla de reaccion.
2.- Preparar mix de reaccién, en tubo de 600 pl (reservar para paso 5)
4 ul buffer de reaccion

1 pl inhibidor de RNAasa

2 ul de dNTP mix

1 pl de Aid H Minus (RT)

3.- Colocar en tubo de PCR

1ul de Oligo dT

La cantidad en muestra calculada en paso 1

aforar a 12 pl con agua libre de nucleasas

4.- Dar un spin en centrifuga.

5.- Llevar al termociclador con las siguientes condiciones: tiempo 5 minutos, temperatura:

70 °C y volumen de muestra 12 pl.
6.-Al sacar del termociclador colocar en hielo.
7.-Agregar al tubo de PCR el mix preparado en paso 2.

8.- Dar un spin en centrifuga.
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9.-Llevar al termociclador con las siguientes condiciones: 5 minutos a 25°C, 60 minutos a

42°C, 5 minutos a 70°C y volumen 20 pl.

10.- Al finalizar, conservar las muestras a -80°C.

Anexo |

PCR en tiempo real

1.-Realizar dilucion de primers y muestra a 1:20 con agua libre de nucleasas para obtener

una concentracion final de 50ng.

2.- En la placa para PCR colocar:

5 ul Syber Green

2 pl agua libre de nucleasas

1 pl primer forward 1:20

1 pl primer reverse 1:20

1 pl muestra 1:20

3.- Programar las condiciones y la ubicacion de la muestra en el termociclador.

4.- Analizar resultados mediante el método de expresion relativo A A Ct.

Anexo J
Western blot

1.-Preparacion de soluciones

Buffer de corrida

10X 1X
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[Final]
Tris base 250mM  30¢g Buffer de corrida 10X 100 ml
Glicina 1.92M 144139 H20 900 ml
SDS Lo 10 g (10 mL
SDS 10%)
Para 1 litro Para 1 litro
Buffer de transferencia
10X 1X
[Final]
Tris base 250mM  30¢g Buffer de transferencia 10X 100 ml
Glicina 192M  144.13¢g Metanol 200 ml
H20 700 ml
Para 1 litro Para 1 litro
TBS pH 7.4
TBS 10X pH 7.4 TBS 1X-TWEEN 0.05% pH 7.4
NaCl 829 PBS 10X pH 7.4 200 ml
NaHzPO4-H:0 38¢g H20 1800 ml
NaH2PO4-2H20 ? 43¢ Tween 20 1ml
NazHPO,4 1749
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Para 1 litro H20 Para 2 litros
TRIS
TRIS1.5M pH 8.8 TRIS0.5M pH 6.8
Tris base 181.665 g Tris base 60 g
H>O Para 1 litro H20 Para 1 litro
SDS 10 % PSA 10 %

109 SDS + 100 mL H.0

10gPSA + 100 mL H20O

Buffer de carga 0 muestra 4X con f-mercaptoetanol

(Tris 0.1125M, SDS 4%, Glicerol 20%, Mercaptoetanol 10 %, pH=6.8)

Tris 0.5 M, pH=6.8
SDS 10 %
Glicerol
Mercaptoetanol
Azul de bromofenol

H.O

4 mL

2mL

1mL

2.5mL

0.01g

0.5mL

2.- Preparacion de gel SDS-PAGE
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Gel 12% separador Gel 4% concentrador

H20 1.87 mL H20 3mL
Acrilamida 2.2 mL Acrilamida 650 uL
Tris.5MpH=8.8 1.43mL Tris 0.5 M pH=6.8 1.25mL
SDS 10 % 55 pL SDS 10 % 50 pL
PSA 10 % 95 UL PSA 10 % 40 pL
TEMED 5L TEMED 6 L

Montar el gel en la camara de electroforesis y se utiliza el buffer de corrida 1X.

3.- Electroforesis

Cargar con 2 pL del marcador de peso molecular y 40 pg proteinas + buffer de carga (1:1)

(4X con B-mercaptoetanol)

Una vez que las muestras son obtenidas y se mezclan con el buffer de carga, son hervidas

durante aproximadamente 5 minutos (90-95 °C).
Se procede a cargar la muestra en el gel.

El gel se deja correr los primeros 15 min a 80 V y enseguida se aumenta el voltaje a 110 V
durante 1 0 2 horas.

Antes de que termine la electroforesis se activa la membrana si es de PVDF con metanol por

5minutos.

4.- Transferencia electroforética

Para la transferencia es necesario tener: esponjas, filtros, estuches, cAmara de transferencia,

buffer de transferencia.
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Los aditamentos se colocan en orden (se monta sobre la porcion negra del estuche: esponja,
filtro, gel, membrana, filtro, esponja).

Una vez puesto los aditamentos en orden y colocados en la camara, la transferencia se deja

correr a 12 mA durante toda la noche a 4°C 0 a 220 mA 1h.

Una vez terminada la transferencia se desmonta el estuche donde se colocaron los

aditamentos y se procede a realizar el inmunoblot.

5.- Inmunoblot

Después de parar la transferencia del gel a la membrana de PVDF, hacer un lavado por 5

minutos a la membrana con TBS 1X-Tween 0.05%.

La membrana se blogquea con leche al 5% libre de grasa (Sveltys) en TBS 1X-Tween 0.05%

con agitacion constante a temperatura ambiente durante 2 horas.

Posteriormente, se incuba la membrana con el anticuerpo primario ocludina 1:300, claudina
1:400 y GAPDH 1:10,000 diluidos en TBS 1X-Tween 0.05% con leche 5%durante toda la

noche a 4°C y con agitacion constante.

Terminada la incubacion se hacen 1 lavados con TBS 1X-Tween 0.05% por 10 minutos, y 2

lavados con TBS 1X por 10 minutos.

Después, la membrana de PVDF se incuba con el anticuerpo secundario anti-mouse 1:500 y

anti-rabitt 1:5,000 diluidos en solucion de bloqueo durante 2 horas a temperatura ambiente.
Hacer 3 lavados con TBS 1X-Tween durante 10 minutos.

Finalmente revelar la membrana.

6.- Revelado

A las membranas ya lavadas se les colocan los sustratos por partes iguales (1:1) del Kit de

Quimioluminicencia (BioRad).
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Se bafia 5 veces la membrana y después se leen la membrana con el equipo C-Digit (Li-Cor).

Una vez reveladas las membranas estas se sumergen en TBS-1X 5 min y después se dejan

secar.

Las imagenes obtenidas de las bandas deberan de ser analizadas por densitometria para

obtener datos que se puedan analizar estadisticamente.

Anexo K

Extraccion de ADN bacteriano

Se descongelaron las muestras de suero de sangre portal recuperadas.
Se tomaron 100 pl de muestra de suero en un microtubo de 1.5 ml.
Se agrego 200 pl de buffer fluidos biol6gicos y células al tubo con la muestra.
Al mismo tubo se le afiadi6 20 pl de proteinasa K.

Se llevaron al vortex de 10-15 segundos.

Incubaron a 55°C en balo maria durante 10 min.

Se afiadi6 220 pl de buffer de unién genémica

Se mezcl6 en el vortex de 10-15 segundos.

Se paso a una columna sobre un tubo colector.

Centrifugo a 12 000 rpm durante 1 minuto.

Se decanto lo del tubo colector.

Agregaron 400 pl de buffer prelavado de ADN.

Nuevamente se centrifugo a 12 000 rpm durante 1 minuto.

Se decanto lo del tubo colector.
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Se afiadieron 700 pl de buffer de lavado g-ADN.

De nuevo se centrifugo a 12 000 rpm por 1 minuto.

Se decanto lo del tubo colecto.

Afadieron 200 ul de buffer de lavado g-ADN.

Se volvid a centrifugar a 12 000 rpm durante 1 minuto.

Se transfirio la columna a un microtubo y se afiadié 20 pl de buffer de elucién de ADN. Se

dejo reposar por 5 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente se centrifugo a 12 000 rpm durante 1 minuto.

Se cuantificd el cADN y se almaceno a -20°C.

Anexo L

Cuantificacion de Endotoxina

Soluciéon madre estandar de endotoxinas:

Cada vial de E. coli estandar de endotoxina contiene 10-50 EU (unidades de endotoxina) de
endotoxina liofilizada; se reconstituyo con agua libre de endotoxinas a temperatura ambiente
agregando 1/10 ml de la cantidad de EU indicada en el vial para preparar la solucion estandar
de endotoxinas (ES) a 10 EU/ml.

Se llevd al vortex durante 15 minutos (recomendado <1500 rpm). La solucion madre
reconstituida es estable durante 4 semanas a 2-8 °C. Antes del uso atemperar y mezclar
durante 15 minutos, es importante porque la endotoxina se adhiere a los lados del vial de

vidrio.

Se prepararon estandares altos (0.1-1.0 EU / ml) o estandares bajos (0.01-0.1 EU / ml) a partir
de la Solucidn estandar de endotoxina (10 EU / ml).
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Lisado de amebocitos liofilizado:

Se reconstituyo el lisado de amebocitos liofilizado antes de su uso con 1.7 ml de agua libre
de endotoxinas y se agito suavemente para disolver. Se recuperd todo el polvo del vial y se
invirtié suavemente de un extremo a otro. El lisado de amebocitos es estable por una semana

a-20°C y una vez descongelado solo puede usarse 1 vez.

Preparacion de muestras:

Se hicieron diluciones de las muestras de suero de 50 a 100 veces para que sean compatibles.
Para detener toda actividad bacteriol6gica en las muestras se almacenaron a 2-8°C.

Sustrato cromogenico:

Cada vial contenia 3.4 mg de sustrato cromogénico liofilizado y se reconstituy6 agregando
3.4 ml de agua libre de endotoxinas. Este sustrato es estable durante 4 semanas almacenado
entre 2-8°C. Para el ensayo calentar a 37°C una cantidad suficientes no mas de 5 a 10 minutos

antes de su uso.

Procedimiento del ensayo:

Se prepararon todos los reactivos y estandares de su uso y se atemperaron.
Se mantuvo durante todo el procedimiento la placaa 37 £ 1 °C.

Después se agregaron 50 pl de diluciones estandar de endotoxina, blanco y muestras por

pocillo.

Posteriormente se agregaron 50 pL del lisado de amebocitos reconstituido por pocillo y se
comienzo a medir el tiempo a medida que se fue agregando el lisado al primer pocillo.

Una vez que se agrego el lisado de amebocitos a los pocillos se retird del calentador de placas
y se mezcld golpeando suavemente 10 veces el costado de la placa. Después se regreso la
placa al calentador a 37 + 1 ° C por el T1 indicado en el vial de lisado

El sustrato cromogenico se reconstituyd con 3.4 ml de agua libre de endotoxinas y se mezclé
suavemente inclinando y girando el vial. Después se precalenté a 37 + 1 °C durante 5 minutos
antes de su uso.
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Posterior a ello, se agregd 100 pL por pocillo de solucion de sustrato cromogénico
reconstituida precalentada.

Una vez que la solucion de sustrato se agrego a todos los pocillos, se retird del calentador y
se mezcld suavemente golpeando 10 veces para facilitar la mezcla, se regres6 a37+1°C
para T2 de 6 minutos.

Exactamente en T2 de 6 minutos se agreg6 50 pL por pocillo de solucién de parada (25 %

de &cido acético).

Una vez que se agrego la solucion de parada a los pocillos, se retiré la placa del calentador y

nuevamente se mezcl6 golpeando suavemente 10 veces el costado de la placa.

A continuacion, se midio la densidad dptica (OD) a 405 nm al completar el ensayo.

Anexo M

Extraccion de ADN de materia fecal

Se tomaron 150 mg de muestra de materia fecal.

Se agrego 200 pl de buffer fluidos bioldgicos y células al tubo con la muestra.
Al mismo tubo se le afiadi6 20 pl de proteinasa K.

Se llevaron al vortex de 10-15 segundos.

Incubaron a 55°C en balo maria durante 10 min.

Posteriormente, se centrifugaron las muestras a 12,000 rpm a 4°C por 3 minutos.
Despues se separo el sobrenadante

Se afiadi6 220 ul de buffer de unién genémica

Se mezcl6 en el vortex de 10-15 segundos.

Se paso a una columna sobre un tubo colector.

Centrifugo a 12 000 rpm durante 1 minuto.
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Se decanto lo del tubo colector.

Agregaron 400 pl de buffer prelavado de ADN.
Nuevamente se centrifugo a 12 000 rpm durante 1 minuto.
Se decanto lo del tubo colector.

Se afiadieron 700 pl de buffer de lavado g-ADN.

De nuevo se centrifugo a 12 000 rpm por 1 minuto.

Se decanto lo del tubo colecto.

Afadieron 200 ul de buffer de lavado g-ADN.

Se volvio a centrifugar a 12 000 rpm durante 1 minuto.

Se transfirio la columna a un microtubo y se afiadié 20 pl de buffer de elucién de ADN. Se

dejo reposar por 5 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente se centrifugo a 12 000 rpm durante 1 minuto.

Se cuantificé el cCADN y se almaceno a -20°C.
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