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RESUMEN

Las células de Kupffer (KC), son macrofagos residentes del higado que desempefian un
papel critico en la homeostasis en este 6rgano, estas células tienen la capacidad de eliminar
bacterias, agentes infecciosos y pueden ser activadas por endotoxinas como LPS. Durante
la activacion con LPS las KC inician un proceso inflamatorio llevando a la expresion de
las enzimas iNOS y NADPH-oxidasa, promoviendo la produccion de oxido nitrico (NO) y
anion superoxido (O, 7), respectivamente, estas moléculas son las precursoras de la cascada
de generacion de especies reactivas de nitrogeno (ERN) y especies reactivas de oxigeno
(ERO). Se ha reportado que estos mediadores inflamatorios en cantidades excesivas pueden
dafiar directamente el tejido sosteniendo la inflamacidon, lo que resulta en multiples
hepatopatias, en las cuales el LPS esta involucrado (Kolios ef al., 2006).

El farmaco IFC-305 (derivado de adenosina) se ha reportado con un efecto hepatoprotector
sobre la reversion de cirrosis inducida por CCly en un modelo de rata (Pérez Carreon et al.,
2010), ademas se ha descrito que el farmaco tiene un efecto sobre diversas estirpes
celulares provenientes de cultivos primarios, en células estelares hepaticas inhibe su
activacion a un estadio miofibrogénico (Velasco Loyden et al., 2010), en cultivo de
hepatocitos se observo la inhibicion de la apoptosis inducida por CCly (Cabrales P. 2010).
Los mas recientes antecedentes muestran que el farmaco ejerce su efecto a nivel
inmunologico disminuyendo la inflamacion modulando la activacion de las KC de un
fenotipo M1 (inflamatorio) a uno M2 (antiinflamatorio) en el modelo cirrético (Pérez
Cabeza de Vaca, 2012).

En la busqueda del mecanismo de accion del farmaco a nivel inmunoldgico se decidio
explorar la respuesta que produce sobre las KC in vitro, el presente trabajo tiene como
finalidad realizar un estudio de los efectos que produce el farmaco IFC-305 sobre la
produccion de ERO y ERN, comparado con los producidos por una activacion con LPS.
Como resultados se obtuvo que el farmaco IFC-305 en un cultivo primario de KC aisladas
de higado de rata, es capaz de modular la respuesta de una activacion clasica con LPS
reduciendo el estrés oxidante y nitrosante, a las 48 h de tratamiento se observd una
disminucién de la produccion de NO (ERN), de la produccion de ERO, asi como una baja
expresion de las enzima iNOS y de la subunidad p22 del complejo NADPH-oxidasa. Estos
resultados demuestran que el IFC-305 regula la sintesis de ERO y ERN, modulando la
respuesta inflamatoria de las KC in vitro.



ABSTRACT

The Kupffer cells (KC), are resident macrophages of the liver that play a critical role in
body homeostasis, these cells have the ability to remove bacteria, infectious agents and can
be activated by endotoxins such as LPS. During activation with LPS the KC initiate the
inflammatory process that trigger to the expression of iNOS and NADPH oxidase enzymes,
promoting the production of nitric oxide (NO) and superoxide anion (O;"), respectively,
these molecules are precursors of the signaling pathway of reactive nitrogen species (RNS)
and reactive oxygen species (ROS). It has been reported that in excessive amounts these
inflammatory mediators can directly damage tissue holding inflammation, resulting in
multiple liver disease, in which the LPS is involved (Kolios et al., 2006).

The IFC-305 drug (adenosine derivative) has been reported a hepatoprotective effect on the
reversion of cirrhosis induced by CCIl4 in a rat model (Pérez Carreon et al., 2010) also
described that the drug is effect on various cell lines derived from primary cultures in
hepatic stellate cells inhibits their activation to a miofibrogenic stage (Velasco Loyden et
al., 2010), cultured hepatocyte induced apoptosis inhibition of CCls was observed
(Cabrales P. 2010). More recent history show that the drug exerts its effect in immune
modulating decreasing inflammation KC activation phenotype of M1 (inflammatory) one
M2 (anti-inflammatory) in the cirrhotic model (Pérez Cabeza de Vaca, 2012).

The serching mechanism of drug action in immune it was decided to explore the response
produced on KC in vitro, this research aims to conduct a study of the effects produced by
the IFC-305 drug on ROS production and RNA, compared to those produced by activation
with LPS. As a result that the drug IFC-305 in a primary culture of KC isolated rat liver is
able to modulate the response of a conventional activation with LPS reducing oxidative
stress and nitrosating, at 48 h of treatment was observed one reduced production of NO
(ERN) of ROS production and low expression of iNOS enzyme and the p22 subunit of the
NADPH oxidase complex. These results demonstrate that the IFC-305 regulates the
synthesis of ROS and RNS, modulating the inflammatory response KC in vitro.



ABREVIATURAS

7TMR: 7 transmembrane receptor,
receptor de 7 pases transmembranales
ADN: Acido desoxirribonucleico.

C3: Receptor y fragmento especifico de
la cascada del complemento.

C5a: Factor de la cascada del

complemento.

Ca": Calcio

CaM: Calmodulina

CCly: Tetracloruro de carbono.

CES: células endoteliales sinusoidales.
CNP: C¢lulas no parenquimales

CP: Células parenquimales

CMF-HBSS: Ca™ and Mg™ free Hank’s
balance saline solution, solucidén salina
balanceada de Hank libre de Ca™ y Mg ™.
DCFH-DA: Diclorofluorescina diacetato.

DEM: Desviacion estandar de la media.

ED-2: Hibridoma especifico para CD163
de rata.

EGF: Epidermal growth factor, factor de
crecimiento epidermal.

ERN: Especie reactiva de nitrogeno.

ERO: Especie reactiva de oxigeno.

Fc: Fraccion cristalizada, los complejos
inmunes solubles interaccionan con
monocitos y macrofagos mediante esta
region.

GBSS: Grey’s balance saline solution,
solucion salina balanceada de Grey.

HBSS: Hank’s balance saline solution,
solucidn salina balanceada de Hank.

IFC-305: Derivado del dacido apartico y
de la 6-aminorribofuranosil purina (6-
ARP, adenosina).

IL-#: Interleucina.

iNOS: Inducible nitric oxide synthase,
oxido nitrico sintasa inducible.

INF-y: Interferébn gamma

KC: Kupffer cells, células de Kupffer.
LDH: Lactato deshidrogenasa.

LPS: Lipopolisacarido.

MIP-1a: Macrophage protein
inflammatory 1-alpha, proteina

inflamatoria de macréfagos 1-alfa.

MTT: Ensayo de la deshidrogenasa

mitocondrial.

NADHP: Nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato

NO: Oxido nitrico.

NOS: Nitric oxide synthase, Oxido

nitrico sintasa.

0, : Anion superdxido.



PAMP’s: Pathogens associated molecular
patters, patrones moleculares asociados a
patogenos

PBS: Phosphate buffer saline, solucion
salina amortiguadora de fosfatos

SDS-PAGE: Sodium dodecyl
polyacrylamide  gel  electrophoresis,
electroforesis en gel ~ de poliacrilamida
con dodecilsulfato sddico

sulfate

SFB: Suero fetal bovino.

SN: Sobrenadante.

SRB: Sulforrodamina B.

TGF-B: Transform growth factor beta,
factor de crecimiento transformante beta.

TLR: Toll like receptor, receptor tipo
Toll.

TNF-a: Tumoral necrosis factor alpha,
factor de necrosis tumoral alfa.

VEGF: Vascular endotelial growth
factor, factor de crecimiento vascular
endotelial.



1. INTRODUCCION

Desde la descripcion de la fagocitosis por el Premio Nobel Elie Metchnikoff, quien
propuso que la clave de la inmunidad era “estimular los fagocitos”; los macrofagos
adquirieron gran relevancia al considerarse las principales células efectoras del sistema

inmune [1].

Los macrofagos son células del sistema inmune encargadas de reconocer patrones
moleculares altamente conservados presentes en patogenos, fagocitarlos y secretar
mediadores de inflamacidn, actuando como una de las primeras defensas del organismo.
También son capaces de atraer a otras células al sitio de dafio y actuar como células

presentadoras de antigenos contribuyendo al inicio de la respuesta inmune adaptativa [2, 3].

Los macrofagos se dividen comunmente en subtipos basandose en su localizacion:
Macroéfagos residentes y circulantes. Los residentes son especializados en un tipo de tejido
especifico, incluidos los osteoclastos (hueso), macrofagos alveolares (pulmon), histiocitos
(tejido conectivo intersticial), microglia (cerebro) y células de Kupffer (higado). Los
macrofagos circulantes son aquellos que patrullan todo el organismo, provenientes de

monocitos que se originaron en la médula 6sea y que se diferencian en el sitio de dafo [4].

Los macréfagos residentes tienen un papel critico en el inicio de la respuesta inmune innata
en el tejido, dentro de la diversidad de estirpes celulares que participan en la respuesta
inmune, las células de Kupffer, macrofagos residentes del higado, constituyen del 80% al
90% de los macrofagos tisulares presentes en el cuerpo, desempefian un papel fundamental
en la homeostasis del higado. Las células de Kupffer (KC, por su siglas en inglés) reciben
el nombre del anatomista aleman Karl W. Von Kupffer, quien fue pionero en la

identificacion de las células sinusoidales [5].



1.1. Células de Kupffer

1.1.1 Origen de las células de Kupffer

En la actualidad es incierto el origen de estas células, existen 2 teorias que tratan de
explicar su origen: la primera sugiere que proliferan de manera local, procedentes de una
poblacion de células hematopoyéticas que se alojo en el higado durante el desarrollo
embrionario; mientras que la segunda propone que proceden de monocitos circulantes que
a su vez derivan de una célula madre hematopoyética, siendo incapaces de dividirse in situ

2, 6].

1.1.2. El Sinusoide Hepatico

El sinusoide hepatico es un sistema microvascular formado por diferentes tipos celulares
altamente especializados. Las células del sinusoide hepatico se dividen en células
parenquimales (CP), hepatocitos que constituyen el 70% del volumen hepatico, los
cuales satisfacen las necesidades metabolicas y de desintoxicacion; el volumen restante lo
componen diferentes tipos celulares: células endoteliales, ovales, biliares, estelares, de Pit
y células de Kupffer, que constituyen a las células no parenquimales (CNP). Los
hepatocitos estdn dispuestos en hileras que conectan las diferentes zonas; el espacio entre
hilera e hilera se le denomina sinusoide hepatico, mientras que el espacio entre hilera y
endotelio se le conoce como espacio de Disse [7] (Fig.1). Las KC representan el 35% del
total de CNP (en el higado de rata) [8] y aproximadamente 15% de las células totales en el
higado [9].
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Fig.1. Representacion de la distribucion de las estirpes celulares existentes en el
sinusoide hepatico. A) Hilera de hepatocitos. B) Célula estelar. C) Célula endotelial.
D) Célula de Kupfter. E) Espacio de Disse [8].

1.1.3. Caracteristicas Morfoldgicas de las Células de Kupffer

Las KC forman parte de la unidad estructural funcional del higado, se sitlian sobre las
células endoteliales y emiten prolongaciones citoplasmaticas al espacio de Disse [5, 10], lo
que les permite estar en contacto directo con los hepatocitos y las células estelares. Esta
complejidad estructural, le confiere al higado una gran importancia en multiples procesos

fisiologicos, atribuyéndole un papel esencial en el cuerpo [7].

La ultraestructura de KC muestra un contorno irregular pero de forma basicamente
estrellada. La superficie celular presenta numerosos microvillis o lamelopodios e
invaginaciones en forma de lineas onduladas que parecen estar implicadas en la
endocitosis. El citoplasma es rico en diferentes vesiculas intracitoplasmaticas, asi como
mitocondrias, un aparato de Golgi muy extenso, abundante reticulo endoplasmatico rugoso,
y un conjunto de diferentes estructuras vacuolares y cuerpos densos que varian en forma,

didmetro y densidad y que constituyen el desarrollado aparato lisosomal de la KC [5, 10].
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Como parte de los componentes del citoesqueleto se encuentra un sistema muy activo de
microfilamentos y microtubulos de actina y miosina, asi como filamentos de vimentina, que

permiten el mantenimiento de la estructura celular y migracion celular [2].

1.1.4. Caracteristicas Funcionales de las Células de Kupffer

En condiciones normales las KC constituyen la poblacion de macroéfagos que en primer
lugar entra en contacto con bacterias y particulas inmunorreactivas que llegan mediante la
absorcion de la circulacion portal. Su capacidad para eliminar microorganismos,
endotoxinas, células degeneradas, complejos inmunes y agentes toxicos, les confiere un
papel importante en los mecanismos de defensa del organismo [9]. También son capaces de
actuar como células presentadoras de antigenos, activando a los linfocitos T, iniciando otros

mecanismos dentro de la inmunidad adaptativa [3].

Estos macrofagos son los principales productores en el higado de factores de crecimiento y
mediadores biologicos [5, 9, 11], en consecuencia, estdn constantemente expuestos a
factores inflamatorios que inducen un mecanismo de activacion. Varias sustancias solubles
son capaces de activar a las KC a través de la unidon a receptores especificos en la
membrana plasmatica. Los activadores mas importantes son los PAMS’s (patrones
moleculares asociados a patogenos), factores del complemento C3a y C5a, B-glicanos
(derivados de bacterias y hongos) y el LPS (lipopolisacarido proveniente de las bacterias
Gram-negativas) [8]. Una vez activadas las KC liberan diversos productos incluyendo
citocinas, prostanoides, 6xido nitrico y especies reactivas de oxigeno [12]. Estos estimulos
regulan el fenotipo tanto de las mismas KC como de células vecinas [8, 13]. Sin embargo,
la produccion de grandes cantidades de estos mediadores como mecanismo de defensa
puede tener un efecto colateral dafiando tanto el mismo tejido como a tejidos adyacentes

[14].
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La endocitosis en las KC se puede llevar a cabo mediante 4 tipos de estructuras celulares:
seudopodos fagociticos, vacuolas, vesiculas de pinocitosis e invaginaciones. Estas células
expresan receptores de Fc como C3 de manera que se unen especificamente a los
inmunocomplejos y los fagocitan. También son capaces de reconocer y fagocitar
glucoproteinas o glucoconjugados de oro coloidal, carbon o albiumina sérica bovina a través

de un receptor de fructosa y galactosa especifico de las KC [5].

1.1.5. Activacion y Subpoblaciones de las KC

Las KC proporcionan un equilibrio entre la respuesta pro y antiinflamatoria, varios estudios
sugieren que este balance se debe a la activacion de los macrofagos, mediada por
diferentes subpoblaciones, desarrollados en respuesta a las sefales del microambiente. Se
reconocen principalmente a los macrofagos M1, activados de forma clasica, por ejemplo
mediante el LPS, presentan una actividad citotoxica y proinflamatoria; mientras que los
macrofagos de tipo M2, participan en la regulacion de los mecanismos antiinflamatorios y

en la reparacion del dafio tisular [13, 15] (Fig.2).

La activacion de macrofagos de fenotipo M1 se induce por medio de agonistas de
receptores tipo Toll (TLR), que resulta en una respuesta inflamatoria caracterizada por la
expresion de citocinas y quimiocinas inflamatorias, como: IL-1B, IL-6, IL-12, factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), factor de crecimiento transformante beta (TGF-B),
interferon gamma (IFN-y) y proteina inflamatoria de macrofagos 1-alfa (MIP-1a); ademas
de la liberacion de compuestos con actividad bioldgica tales como anion superdxido, 6xido
nitrico, prostaglandinas y leucotrienos. Los macréfagos M1  tienen actividades
antiproliferativas y citotoxicas, las cuales son resultado de la capacidad de producir

especies reactivas de oxigeno y nitrégeno [16].
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Varios estudios indican que las KC M1 contribuyen a la patogénesis de diferentes lesiones
hepaticas por la produccién de mediadores solubles inflamatorios debido a la interaccioén de
las KC y LPS. Las principales patologias incluyen el higado graso, enfermedad hepatica
alcohdlica, la esteatopatitis no alcoholica, insuficiencia hepatica después de la intoxicacion
con acetaminofén, de hierro y cobre, isquemia-reperfusion durante el trasplante, la fibrosis
hepética inducida con tetracloruro de carbono (CCly) y lesion inducida por galactosamina

[9, 11, 17, 18].

En contraste las KC M2 desempefian un papel importante en la resolucion de la
inflamacion a través de la liberacion de citocinas antiinflamatorias tales como IL-4, IL-10,
e IL-13. También contribuyen a la remodelacion tisular y la angiogénesis sintetizando
TGF-B, factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) y factor de crecimiento epidermal

(EGF) [13, 15].

M1 M2
INFLAMATORIO REPARADOR

s 2 )
PAMP’s

11

iNOS Arginasal

TNF-a TGF-B
IL-1B IL-10
IL-6

Fig.2. Comparacion entre las dos vias de activacion para los macrofagos. M1 via clasica de
activacion por LPS (lipopolisacarido) o PAMP’s (patrones moleculares asociados a patogenos),
principal enzima de identificacion iNOS (6xido nitrico sintasa inducible), secretan citocinas
inflamatorias, como: IL-1f, IL-6 y TNF-a (factor de necrosis tumoral alfa). M2 via alternativa
de activacion principalmente por TGF-B (factor de crecimiento transformante beta) e IL-10,
principal enzima de identificacion es la Arginasa I, secretan citocinas como IL-10 y TGF-f.
Modificado de [2, 19].
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1.2. Especies Reactivas de Nitrogeno y Oxigeno

Se ha reportado que los mediadores inflamatorios en cantidades excesivas pueden dafiar
directamente el tejido y amplificar la respuesta inflamatoria. Algunos de los mediadores
clave liberados por los macrofagos activados, que estdn implicados en la toxicidad son las
especies reactivas de oxigeno (ERO) y nitrogeno (ERN), moléculas necesarias para

eliminar agentes infecciosos y particulas extranas [20].
La actividad de estas ERO llevan a un desequilibrio del sistema oxidante/antioxidante,

mientras que las especies reactivas de nitrogeno son causantes del estrés nitrosante del

higado, contribuyendo al establecimiento de la inflamacion créonica (Fig.3).

{::} Patégeno
NADPH-oxidasa
Receptor de
Patrones de Oz + NADPHl /
/

Reconocimiento

/
. L-arginina NADP* 4 ™
Ntcleo g ’ o 0
I}
I}
/
; I}
iNOS )

/\ ,/

M

Efecto Antimicrobiano
Inflamacion
Lesion del tejido

Fig.3. Mecanismo de produccion de ERO y ERN en una célula de Kupffer. La reaccion catalizada por la
oxido nitrico sintasa inducible (iNOS) produce una molécula de NO y una de L-citrulina usando como
cosustratos a L-arginina y NADPH. El NO puede reaccionar con el anion superdxido (O,”), producido por la
NADPH-oxidasa, para producir especies reactivas de nitrogeno, ej. peroxinitrito (ONOQ). Estos productos
tienen un efecto antimicrobiano que deriva en un proceso inflamatorio produciendo lesion del tejido.
Modificado de Abcam ®.
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1.2.1. Especies Reactivas de Nitrogeno

El 6xido nitrico (NO), especie reactiva de nitrégeno (ERN), es una molécula mensajera
muy importante en el organismo de los mamiferos. Posee multiples blancos moleculares
que lo involucran en diversos procesos fisioldgicos y patologicos, como la regulacion del
tono vascular y flujo sanguineo, contractilidad cardiaca, actiia en la respuesta inmune y
como un neurotransmisor. En los mamiferos, el NO puede ser generado por tres isoformas
diferentes de la enzima o6xido nitrico sintasa (NOS): NOS1 (neuronal, nNOS), NOS2
(inducible, iNOS) y NOS3 (endotelial, eNOS) [21, 22].

1.2.1.1. Oxido Nitrico Sintasa

Las NOS funcionan en forma de homodimero, cada monoémero consiste en dos regiones
principales: un dominio oxigenasa N-terminal, que incluye un grupo prostético hemo, que
pertenece a la clase de proteinas hemo tiolato, y un dominio C-terminal reductasa
multidominio, homoélogo a NADPH vy otras flavoproteinas. Durante la activacion de la
enzima la region que entrelaza los dominios oxigenasa y reductasa contiene una secuencia

de unidn a calmodulina (CaM) (Fig. 4) [21].

HOO)
)__)

w” Gm
‘o 8
, | (e B
Monémero 1 & 2 8 82 & Mondmero 2

s EHET B
g &% =
2
E \\ |
& wed /

Fig. 4. Representacion esquemitica de la estructura de
la oxido nitrico sintasa (NOS). Modificado de [23].
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Las tres isoformas de NOS en mamiferos catalizan la producciéon de NO por la misma via
bioquimica, que consiste en dos reacciones secuenciales: NOS una vez inducida requiere
de una molécula de L-arginina que se oxida para producir una molécula de NO y una de
L-citrulina, se requiere de NADPH (Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato) y oxigeno

(O,) como cosustratos [21, 24]. Segtn la reaccion:

L-arginina + O, + NADPH — NO + L-citrulina + NADP

La nNOS es expresada en neuronas especificamente del sistema nervioso central y el NO
producido en este sitio estd implicado en la plasticidad sinaptica, mientras que en el
sistema nervioso periférico actia como un neurotransmisor que media componentes
relajantes de la peristalsis intestinal, vasodilatacion, y la ereccion del pene. La induccion de
la iNOS en células del sistema inmune, principalmente en macréfagos, es esencial para el
control de bacterias intracelulares tales como Mycobacterium tuberculosis o el parésito
Leishmania, sin embargo esta isoforma también puede regular diversos tipos de
enfermedades, y el NO generado por esta isoforma regula diversos sintomas de la
inflamacion. E1 NO derivado de la eNOS actia como vasodilatador endotelial fisioldgico,
pero también puede transmitir vasoproteccion de varias maneras; el NO liberado hacia la
luz vascular es un potente inhibidor de la agregacion plaquetaria y la adhesion a la pared
vascular, ademas de la proteccion de la trombosis, esto también evita la liberacion de
factores de crecimiento derivados de las plaquetas que estimulan la proliferacion de
musculo liso, el NO endotelial también controla la expresion de genes implicados en la

aterogénesis (Fig.5) [21].

La iNOS se induce en los macrofagos por multiples mecanismos, tales como la activacion
de las células por patdégenos y agentes proinflamatorios, produciendo grandes cantidades
de NO con respecto a las otras dos isoformas; puede generar hasta 1,000 veces mas NO por

periodos de hasta 5 dias [25], que representa un inicio citotoxico importante en las células.

La diferencia mas relevante de la iNOS con las otras isoformas de NOS es que se encuentra

. . . . . + .
activa de forma independiente a las concentraciones de calcio (Ca®") que existen en la
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célula en reposo, lo que permite que iINOS esté activa de forma sostenida durante varios
dias. Las tres isoformas requieren CaM para su actividad, existe una diferencia en el
dominio de unién de CaM entre las tres enzimas, nNOS y eNOS requieren concentraciones
elevadas de Ca’" para que se lleve a cabo la actividad catalitica, mientras que CaM se une

ala iNOS con alta afinidad, incluso en ausencia de Ca** [14, 21]

nNOS

Constitutiva
Dependiente Ca 2*
Localizacion: Neuronas =
Plasticidad sinaptica,
regulacion dela presion sanguinea

Neurotransmisor

— —
iINOS . e
Inducida 3 N
Independiente Ca 2*
Localizacion:
Células del sistema
inmune . - Mediacion de la Inflamacion
Respuesta inmune No-especifica P
Shock séptico
P
eNOS | Endotelio :

Constitutiva
Dependiente Ca 2*

s

Localizacién:
Células endoteliales, SRt [ T e—"c -
cardiomiocitos Vasodilatacion, vasopresion, prevencion de la ateroesclerosis

Fig. 5. Caracteristicas, funciones y localizacion de las isoformas de NOS. Panel de
arriba nNOS (NOS1). Panel de en medio iNOS (NOS2). Panel de abajo. El eNOS
(endotelial). Modificado de [21].

La produccién de grandes cantidades de NO a través de la sobre regulacion de la iNOS
puede tener una variedad de efectos, que puede ser perjudicial o beneficioso dependiendo
de la cantidad, la duracion y el sitio anatdmico de la sintesis. La produccion de grandes
cantidades de NO puede inhibir enzimas claves en la cadena de transporte de electrones
mitocondrial y el ciclo del acido citrico por nitrosilacion de grupos reactivos, que son

esenciales para la funcion catalitica de la enzima. El NO también puede tener propiedades
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antiproliferativas mediante la inhibicion de la sintesis de ADN a través de la inactivacion de
la enzima ribonucledtido reductasa. Estos mecanismos pueden explicar la efectos
citotoxicos y citostaticos de NO derivado de macréfagos en las células tumorales y

microorganismos [26].

El NO puede inhibir enzimas clave que contienen hierro en sus centros cataliticos debido a
su afinidad a proteinas con hierro. Estas ultimas incluyen conglomerados de enzimas
dependientes de hierro-azufre que participan en el transporte mitocondrial de electrones
(complejos 1 y II), la ribonucledtido reductasa (la enzima limitante de la velocidad en la
replicacion del ADN), y la cis-aconitasa (enzima clave en el ciclo del acido citrico). En
altas concentraciones el NO puede interferir directamente con el ADN de las células y

provocar rupturas y la fragmentacion de la cadena [21].

En contraste, los efectos indirectos de NO son mediados por especies reactivas de oxido de
nitrogeno derivados de las interacciones de NO con el oxigeno (O;) o con el anion
superoxido (O, 7). La interaccion de NO con O, conduce a la auto-oxidacion de NO y la
formacion de trioxido de dinitrégeno (N,O3), que es un potente agente nitrosante. Se ha
demostrado que N,Os actia como N-nitrosante de una variedad de blancos bioldgicos,
tales como los compuestos de amino, para dar nitrosaminas potencialmente carcinogénicos.
Esto puede contribuir a la asociaciéon conocida entre la inflamacion cronica y la

transformacion maligna [26].

Por otra parte, la S-nitrosacion de ciertos tioles por N,O; da lugar a aductos
nitrosotiolados. Estos aductos se han considerado que desempenan un papel clave en
diversos procesos fisioldgicos e inflamatorios, tales como la regulacion del flujo sanguineo,
la inhibicién de la adhesion de neutrofilos y la modulacion de la produccion de citocinas.
Los S-nitrosotioles también pueden proporcionar un almacén de liberacion lenta para el

NO, extendiendo su vida media bioldgica [26].

Se sabe que NO y O, pueden interactuar rapidamente entre si para producir un potente

oxidante citotoxico, peroxinitrito (ONOQO") [27]
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1.2.2. Especies Reactivas de Oxigeno

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) son pequenias moléculas derivadas del oxigeno,
que pueden ser o no radicales libres. Las ERO producidas por los macréfagos son una de
las defensas del sistema inmune contra patégenos, al igual que las ERN, esta produccion de
ERO es generalmente una cascada de reacciones que comienza con la formacion de anién
superoxido el cual puede interaccionar con otras moléculas formando compuestos mucho

mas reactivos [28].

Las ERO producidas por macrdéfagos incluyen al anién superdxido (O;7), peroxido de
hidrogeno (H,0O;), radical hidroxilo (OH") y acido hipocloroso (HCIO). Estas ERO se
producen en grandes cantidades cuando los macrofagos son estimulados por agentes
proinflamatorios. Este proceso, conocido como “explosion oxidativa” o “estallido
respiratorio”, se caracteriza por el aumento en el consumo de O, no asociado al transporte

de electrones mitocondrial, si no por accion del sistema NADPH-oxidasa.

1.2.2.1. La NADPH-oxidasa fagocitica

La NADPH-oxidasa fagocitica (NOX2), es miembro de las proteinas transmembranales que
transfiere un electron a través de la membrana plasmatica y reducen O, a O, ", la activacion
enzimdtica ocurre en respuesta a una amenaza infecciosa, es un complejo enzimatico
multicomponente que comprende seis proteinas. En las células en reposo la NADPH-

oxidasa esta inactiva debido a que sus componentes se distribuyen entre el citosol: p47ph°X,

phox phox

p67°" p40P"™ y Racl/2, y en la membrana plasmatica: p22 (forman el

y gp9l
heterodimero flavocitocromo b558). Cuando las células se activan, los componentes
citosdlicos migran a la membrana, donde se asocian con los componentes membranales
para ensamblar la enzima cataliticamente activa. Durante la activacion de la enzima, la
fosforilacion de la subunidad citosolica p47phox conduce a cambios conformacionales que

2phox

permiten la interaccion en regiones ricas en prolina de la subunidad p2 [28], que lleva a
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que la oxidasa catalice la transferencia de un electron desde NADPH hacia el O, para la

formacion de O, (Fig. 6) [29-31], como se muestra en la siguiente reaccion:

NADPH + 20, — NADP" + H" +20,".

En la reaccion se liberan protones (H") hacia el citosol, generando una despolarizacion de
la membrana, el propio complejo enzimatico permite la salida de protones hacia el lado

extracelular, a su vez estos protones pueden interactuar con otras moléculas generando

otras mucho mas reactivas [32].

Citoplasma
Citoplasma

ACTIVACION

—

Fig.6. Sistema de la NADPH-oxidasa. Representacion esquematica del sistema de la
NADPH-oxidasa con sus componentes: gp91™™ y p22P"* membranales que forma el
citocromo b558, y p67™"%, p47°"* y p40P"* en el citoplasma de los fagocitos. La activacion
se produce con la fosforilacion de p47™™ seguido por el ensamblaje de todos los
componentes con el citocromo b558, que reduce el oxigeno molecular (O,) a superoxido
(O5"). Modificado de [33, 34]

Existen otros sistemas enzimaticos que producen ERO, incluyendo xantina-oxidasa,
citocromo P450 y la cadena respiratoria mitocondrial. Sin embargo esta produccion se
genera como subproducto de la actividad de estas enzimas, mientras que la NADPH-

oxidasa produce ERO como funcién primaria [33]
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2. ANTECEDENTES

En el laboratorio de la Dra. Chagoya se ha desarrollado el farmaco IFC-305 (PATENTE
UNAM 207422), una sal derivada de adenosina (Fig. 7), que se ha reportado con un efecto
hepatoprotector, asi como en la reversion de cirrosis inducida por CCly en un modelo de
rata [35], actualmente se encuentra en fase clinica Il y no se han observado eventos
adversos a la dosis y condiciones administradas. Ademas se han reportado los mecanismos
de accion del IFC-305 en cultivo primario de células estelares hepaticas inhibiendo su
activacion a miofibroblasto, manteniéndolas en un estado quiescente [36], asi como en
cultivo de hepatocitos observandose la inhibicion de la apoptosis inducida por CCly [37].
Recientemente se ha descrito su participacion a nivel epigenético [38], en la regulacion del
ciclo celular [39], asi como la modulacién de la respuesta inmune en el estado de activacion
de las KC de un fenotipo M1 (activado clasicamente) a uno M2 (antiinflamatorio) por
accion del IFC-305 en el modelo cirrético [2]. Anteriormente el grupo de la Dra. Chagoya
describio que la adenosina, que es la molécula base del farmaco, ejerce una accion
protectora contra la peroxidacion de lipidos producida por la administracion aguda de CCly
en rata [40], describiendo que el efecto protector de la molécula de adenosina no es directa,
sino mas bien se relaciona con sus productos catabolicos, tales como el acido urico, el cual

ha sido reconocido como un eliminador de radicales libres [41].
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Fig. 7. Estructura del IFC-305. Aspartato de Adenosina PATENTE UNAM 207422
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La adenosina es una molécula de sefializaciéon que se encuentra presente en el organismo
humano de manera constitutiva tanto en la region intra como extracelular a muy baja
concentracion en condiciones fisioldgicas. Sin embargo, sus niveles se incrementan
draméaticamente durante el estrés metabodlico y dafio de la célula, en procesos que tienen
lugar en condiciones de isquemia e hipoxia, y en los tejidos inflamados. Se genera
adenosina extracelular de una amplia gama de respuestas de los tejidos que pueden ser
generalmente vistos como protectores de 6rganos y por lo tanto, que median la restauracion

de la homeostasis [16].

Se sabe que la adenosina puede interactuar con todas las células a través de 4 distintos
receptores: Aj, Axa, Ao y A3, miembros de la familia de los 7TMR (receptores de 7 pases
transmembranales) acoplados a proteinas G [2], tanto la afinidad a estos receptores como
su activacion varia dependiendo de la concentracion de adenosina. También puede ejercer
su efecto por medio de transportadores nucleosidicos que pueden ser de dos tipos:
equilibradores (de difusion facilitada) y concentradores dependientes de Na™ (con gasto
energético) [42] o ser metabolizada de manera exdgena por nucleotidasas de membrana
(ecto nucleotido-pirofosfatasas, ecto-5’-nucleotidasa) [43]. Las KC cuentan con los 4
receptores para adenosina (Aj, Axa, Az Y Aj3), recientemente se describid que A}y As se

expresan en bajos niveles en estas c€lulas [16].

Muchos enfoques terapéuticos se basan en la modulacion de la sefializacion de adenosina
en el sistema inmune. Estos incluyen compuestos farmacoldgicos que alteran la
descomposicion y la generacion de agonistas y antagonistas de los diversos subtipos de

receptores de adenosina [44].

En la busqueda de compuestos para el tratamiento de las patologias hepaticas, se han
desarrollado farmacos que tienen como blanco a las KC, ya que estas células tienen un
papel importante en la fisiopatologia hepéatica, farmacos que tienen como finalidad la
inhibicion de la ruta de biosintesis de eicosanoides actuando como antiinflamatorios en
modelos in vivo [45]. Recientemente se ha propuesto a la regulacion de los estados de

activacion de las KC como uno de los blancos terapéuticos para el disefio de farmacos para
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el tratamiento de la cirrosis [2]. Adicionalmente se sugiere que una deplecion especifica o
inhibicion de los macrofagos M1 se correlaciona con la proteccion contra la lesion hepatica

inducida por diversos hepatotoxicos [15].
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3. JUSTIFICACION

Basandose en los resultados obtenidos en el estudio realizado del efecto de la molécula de
adenosina como protector de la peroxidacion de lipidos y como antioxidante en el modelo
in vivo [41], el presente trabajo tiene como finalidad la obtencion de un cultivo primario de
células de Kupffer y realizar en ellas un estudio de los efectos que produce el farmaco
IFC-305 sobre la produccion de ERO y ERN, comparado con los producidos por una

activacion clasica con LPS.

Actualmente, a pesar de los avances en el conocimiento de las enfermedades cronico-
degenerativas del higado, no existe un tratamiento eficaz para estos padecimientos y las
estrategias terapéuticas estan encaminadas al manejo paliativo. Es por ello que el fA&rmaco
IFC-305 representa una alternativa terapéutica para la cirrosis [7], y es relevante
profundizar en su participacion en la reversion de la cirrosis, la interaccion con el higado y

sus células.

Como se menciond anteriormente todas las estirpes celulares  hepdaticas tienen
comunicacion y relacion entre si, se sabe que muchas de las funciones hepaticas estdn
reguladas por moléculas liberadas por NPC. Una de las estirpes celulares mas

trascendentales en la produccion de mediadores biologicos son las KC.

Por tal motivo es importante que mediante los estudios in vitro, se logren determinar las
modificaciones moleculares en cada estirpe celular, en particular de los macrofagos del
higado porque son esenciales para la proteccion del parénquima, ademas controlan la
regeneracion de los hepatocitos, forman parte de la respuesta inmune y antitumoral; como
células presentadoras de antigenos y participando en la eliminacidon de células tumorales
[46], también desempefian un papel crucial en el metabolismo de lipidos, lipoproteinas,
proteinas, aminas biogénicas y coldgena [47]. Recientes estudios sugieren que los
macrofagos también desempefian un importante papel suprimiendo la inflamacion e
iniciando la reparacion del tejido, se ha demostrado una funcién de las KC M2 como

mediadoras de la reparacion y la reversion del daio hepatico [15].
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4. HIPOTESIS

El farmaco IFC-305 tiene la capacidad de regular la activacion de las células de Kupffer in
vitro inhibiendo la produccion ERN y ERO derivadas de enzimas como la iNOS y la
NADPH-oxidasa.

5. OBJETIVOS

5.1. General

Estudiar el efecto del compuesto IFC-305 en cultivo primario de células de Kupffer
aisladas de higado de rata y comparar los cambios en la produccion de ERN y ERO con los

producidos por el LPS.

5.2. Particulares

1. Obtener cultivo primario de células de Kupffer aisladas de higado de rata.

2. Determinar cambios en la viabilidad a diferentes dosis de IFC-305.

3. Detectar los niveles de NO y la actividad enzimatica de la iNOS en cultivos de
células de Kupffer tratados con LPS y/o IFC-305.

4. Detectar los niveles de ERO mediante el reactivo DCFH-DA.

5. Determinar la expresion de la subunidad p22 del complejo NADPH-oxidasa en

cultivos de células de Kupffer tratados con LPS y/o IFC-305.
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6. MATERIAL Y METODO

Obtencion del cultivo primario de células Kupffer

Se exploraron diversos procedimientos para el aislamiento y purificacion de KC, con el
fin de estandarizar el protocolo que se utilizaria en los experimentos in vitro empleando los
métodos de digestion enzimadtica a través de una perfusion del 6rgano y un gradiente de
densidad por centrifugacion y elutriacion por centrifugacion, basados en los reportados

anteriormente por M. Froh, et al. (2002) [48], V. Valatas et al. (2003) [49] y R. Pérez

[comunicacion personal].

Animales Experimentales

Se emplearon ratas Wistar macho con un peso de 350 g aproximadamente, obtenidos del
Bioterio del Instituto de Fisiologia Celular, el manejo de los animales fue apegandose a las
guias institucionales de uso y manejo de animales de laboratorio. Los sujetos
experimentales fueron anestesiados por una inyeccion intraperitonial de pentobarbital

sodico (100mg/kg).

Aislamiento de Células de Kupffer

Se insertd una canula (D.I. 1.19 mm, D.E. 1.70 mm, Becton Dickinson PE190) en la vena
porta para la perfusion del higado in sifu; Primeramente se lava el érgano con una solucion
salina, posteriormente se lleva a cabo la digestion enzimadtica; variando la solucion de
lavado, el orden, la concentracion, el tiempo y la velocidad de perfusion de las enzimas,
segin el protocolo utilizado. Se muestra una tabla donde se resume y compara los 3

protocolos empleados (Tabla 1).
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Protocold M. Froh, 2002 V. Valatas, 2003 R. Pérez, comunicacion
personal
Cantidad de | 2 2 2
Ratas
Perfusion Lavado: CMF-HBSS Lavado: CMF-HBSS 200 mL Lavado: GBSS 15 mL/min
20 mL/min Digestién: Pronasa 0.2% 10 min.
Digestion: Colagenasa 60 mL vy Colagenasa Digestidn: Colagenasa
0.02% en 200 mL HBSS. 0.01% 225 mL en HBSS. 0.02% en 100 mL GBSS.
Extirpar Agitar el higado hasta Corta en trozos en 100 mL | Cortar en trozos en 50 mL
Higado guedar en suspension en pronasa 0.03% y DNAsa de colagenasa 0.01%
50 mL colagenasa 0.02% 0.01% en HBSS
Incubacion 30 min 37°C en agitacién | 30 min 37°C en agitacion
constante 200 rpm constante 200 rpm
Filtrar Malla Nylon Malla Nylon Malla Nylon
Suspension Centrifugaciéon: 600 rpm Centrifugacién: 600 rpom 7 | Centrifugacién: 500 rpm
min (2 veces) min. 5 min (2 veces)
Obtener SN El pellet se lleva al| Obtener SN centrifugar
centrifugar 1500 rpm gradiente 1700 rpm 5 min. El pellet
7min. El pellet se lleva al se lleva al gradiente
gradiente
Gradiente de | Percoll 50-25 % Percoll 50-25% Percoll 50-25%
Densidad 15 min 2800 rpm. 15 min 3000 rpm. Se 20 min 3000 rpm. Se
obtiene la interfase obtiene la interfase obtiene la interfase.
Elutriacién v 45-60 ml/min
Purificacion
adherencia 15min DMEM suplementado 2h DMEM suplementado | 1 h DMEM suplementado

Rendimiento
Obtenido

30-40 x10° células varios
tipos celulares

20-30x10° células
contaminacion bacteriana

20-30x10° células varios
tipos celulares

Tabla 1. Comparacion de 3 Protocolos para el Aislamiento de Células de Kupffer. Para la perfusion se
utilizé buffers salinos a 37 °C, solucion salina balanceada de Hank (HBSS), solucion salina balanceada de Hank
libre de Ca™ y Mg™ (CMF-HBSS), solucion salina balanceada de Grey (GBSS), Pronasa Roche® , Colagenasa
tipo IV Worthington®, DNAsa Roche®, Percoll Plus GE®. Las células se incubaron con medio de cultivo
DMEM Gibco® suplementado con 10% suero fetal bovino (SFB) Gibco®, 0.2% gentamicina Gibco® y 10%
antibiotico Gibco® en una atmosfera de 5% de CO, a 37°C.
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Estandarizacion del Aislamiento de células Kupffer de rata

Poniendo en consideracion que el método propuesto por Valatas V. (2003) se emplea la
técnica de  elutriacion y ésta se realiza fuera de la esterilidad, el cultivo es propenso a
contaminacion bacteriana y/o fungica, ademas de tener un bajo rendimiento respecto al
descrito [49]. Mientras tanto los métodos propuestos por Froh M. (2002) y Pérez R.
(2011) nos lleva a un cultivo contaminado con otras estirpes celulares no
parenquimales. Es por ello que se propone un protocolo el cual se adecue a las
necesidades del proyecto en cuestiones de pureza y de rendimiento, asi como a las
condiciones de nuestro laboratorio; una combinacion y diversas modificaciones de los

protocolos reportados anteriormente, detallado a continuacion:

1. Se emplean 3 ratas macho Wistar de 300-350 g aproximadamente. La anestesia se
realiza con pentobarbital s6dico (100 mg/kg) via intraperitoneal.

2. Se realiza la intervencidén en la que se expone la vena porta y se introduce una
canula y el higado se perfunde in situ con solucidn salina balanceada de Hank libre
de Ca™ y Mg+2 (CMF-HBSS) a un flujo de 15 mL/min 10 min a 37°C.

3. Se realiza una digestion enzimatica perfundiendo Pronasa (Roche®) 30 mL al 0.2%,
Colagenasa tipo IV (Worthington®) 120 mL al 0.01% en solucion salina
balanceada de Hank (HBSS) a 37°C.

4. Se extirpa el higado, se coloca en una capsula de porcelana junto con 50 mL de
Pronasa 0.03% y DNAsa (Roche®) 0.01% en HBSS, el tejido se corta en trozos
pequenos.

5. Se incuba durante 30 min a 37°C en agitacion constante a 200 rpm.

6. Enuna malla de nylon se filtra el total de la solucion con el tejido digerido.

7. Una vez obtenida la suspension se centrifuga a 600 rpm durante 7 min a 4°C, se
obtiene el sobrenadante (SN) y se conservar en frio, este paso se repite una vez mas.

8. Se colectan y combinan los SN para generar un “pool” que se centrifuga a 1700
rpm por 7 min a 4°C, se descarta el SN y se conserva el pellet en hielo. Se combinan

los pellets y se llevan a un gradiente de densidad.

-29-



Centrifugacion en Gradiente de Densidad

Se realiza un gradiente discontinuo de Percoll, de acuerdo a lo reportado [50]. En tubos
conicos de plastico Falcon® de 15 mL se colocan dos fases de Percoll (Plus GE®) al 50% y
25%, en la ultima fase se colocan 4 mL de la suspension celular, se centrifuga a 3000 rpm
15 min (sin freno) a 4°C. Se obtiene la interfase, se centrifuga a 1800 rpm x 10 min a 4°Cy
se realiza un lavado con solucion salina amortiguadora de fosfatos (PBS) para eliminar las

particulas de Percoll (Fig.8).

suspension celular debris, NPCs y PCs
(4 ml) (descartar)
25% Percoll
(5ml)
| KCy algunas NPCs
b, B X (obtener)
\\_1 ‘
50% Percoll 3000 rpm
(5 ml) (sin freno)
eritrocitos
\/ (descartar)

Fig.8.

Representacion grafica del gradiente de densidad con Percoll
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Viabilidad y Conteo

El conteo de células se realizo con el método de exclusion con el colorante azul trepano en
camara de Neubauer. Este colorante permite diferenciar células viables (no tefiidas) de las

no viables (tenidos de azul) [51].

1. Setoman 5 pL de la suspension de células y se colocan en un tubo conico de
plastico eppendorf® junto con 195 pL del azul tripano 0.4%

2. Se mezcla perfectamente y se coloca en la cdmara de Neubauer

3. Al microscopio se cuentan las células de los 4 cuadrantes de la cdmara y se

determina el nimero de células de acuerdo a la dilucion.

Purificacion y Cultivo de Células de Kupffer

Mediante el método de adherencia se purifican las KC. Se siembran en placas de 6
pozos 3.5x10° células por pozo con medio de cultivo DMEM (Gibco®) 10% suero
fetal bovino (SFB, Gibco®), 0.2% gentamicina (Gibco®) y 10% antibidtico (Gibco®)
en una atmosfera de 5% de CO, a 37°C. Se reemplaza el medio de cultivo después de 30

min en donde se remueven las células no-adherentes (Fig.9).

Una vez obtenido el cultivo se deja en incubacion en una atmoésfera de 5% CO, a 37°C,

durante 24 h.
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Fig.9. Placas de cultivo de 6 pozos

Identificacion de la Poblacion
Sé identific6 la poblacion KC mediante el ensayo de inmunocitoquimica [5, 49],

utilizando el anticuerpo ED-2 (santa cruz Biotechnology®) [1:500]. Empleando el kit
EnVision™ + System, HRP (DAB), Dako®.
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Tratamientos in vitro

Se realiz6 una curva dosis-respuesta para el farmaco IFC-305, con una concentracion que
va de [0, 10 uM, 100 uM, 500 uM, 1 mM y 5 mM]. Por medio de la tincién con SRB se

caracterizaron cambios de viabilidad y citotoxicidad.

Una vez determinada la concentracion optima del farmaco IFC-305 que no afecte el

numero de células respecto al control, se adicionaron los siguientes tratamientos:

e Control (sin tratamiento).

e [FC-305

e LPS (Lipopolisacarido de Escherichia coli, Sigma Aldrich®) [lug/mL], control
positivo de activacion clasica [49].

e [FC-305+LPS (al mismo tiempo)

El cultivo se incuba durante 48 h a una atmosfera de 5% CO, a 37°C, se obtienen los SN y

se almacenan a -70°C; se procede con las ensayos que a continuacion se describen.

Tincion con Sulforrodamina B

El método de tincion con sulforrodamina B (SRB) fue desarrollado para medir la
citotoxicidad inducida por farmacos asi como la proliferacion celular, representa una

alternativa al empleo del método de medicion con MMT [52, 53].

1. Retirar medio de cultivo y adicionar a cada pozo 1 mL de 4&cido tricloro acético
(TCA) al 10% durante 1 h a 4°C.

2. Lavar 5 veces con agua destilada y dejar secar.

3. Adicionar 700 pL. de SRB (Sigma-Aldrich®), al 0.4% en acido acético, incubar
durante 30 min a temperatura ambiente.
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4. Lavar 5 veces con acido acético 1%, dejar secar.
5. Adicionar 400 puL de Tris Base [10 mM] pH=10.5, se deja en agitacion suave
durante 5 min.

6. Recolectar lo solubilizado y leer en un espectrofotometro a 564 nm.

Deteccion de Lactato deshidrogenasa

El ensayo de lactato deshidrogenasa (LDH) es un método para determinar la integridad de
la membrana celular en funcion de la cantidad de LDH citoplasmatica liberada en el medio
de cultivo, el cual se determind por medio del kit In vitro toxicology assay lactate
dehydrogenase based (Sigma-Aldrich®). Se utilizd como control Triton X-100 (Sigma-
Aldrich®) 1% en un pozo.

1. Tomar 200 puL de SN y adicionar el doble del volumen de LDH assay mix (400 pL)
Incubar durante 30 min.

Agregar acido clorhidrico (HCL) [1N] 1/10 volumen.

Ll

Leer en un espectrofotometro a 490nm y 690nm.

El resultado se determina por diferencia de absorbancia entre las longitudes de onda

490nm y 690nm.

Deteccién de Oxido Nitrico
La prueba de Griess es un método el cual permite la cuantificacion indirecta de NO a

través de sus principales metabolitos, es decir nitritos y nitratos. Se detectd6 NO en

sobrenadantes de las KC espectrofotométricamente mediante este ensayo [54, 55] (Fig.10).
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1. Tomar 500 uL de SN y agregar 2 lentejas de cadmio activo.
Incubar por 30 min.

Tomar 100 pL. de SN reducido agregar 100 pL de la mezcla de reaccion.

ol

Leer en un espectrofotometro de microplacas a 548 nm.

Se realiz6 una curva estandar de nitrato de potasio (KNOs3), con diluciones seriadas usando
las siguientes concentraciones: [1 mM, 500 uM, 200 uM, 100 pM, 50uM, 25 uM, 12uM],
utilizando como blanco DMEM.

Mezcla de reaccion: N,N naftil etilendiamina 0.1% en HCI + sulfanilamida 1% en
H;PO4 5%, mezcla 1:1.

Fig.10. Microplaca que ejemplifica el ensayo colorimétrico de Griess para detectar NO.
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Obtencion de Proteina

Se obtuvo proteina lisando las células con 200 pL de solucion amortiguadora de lisis
TNTE (Tris pH=7.5 [50 mM], NaCl [150 mM], Triton X-100 [0.3%], EDTA [5 mM]) ¢
inhibidores de proteasas por pozo, desprendiendo las células con un gendarme de plastico

(scraper). Las muestras se almacenan a -70 °C en alicuotas de 100 pL.

Cuantificacion de Proteina

Se realizd la cuantificacion de proteinas por el método de Bradford, utilizando el reactivo
Quick Start™ Bradford Ix Dye Reaagent (Biorad®). Se efectudé una curva estandar de
albumina por dilucién seriada empleando las siguientes concentraciones: [20, 15, 10, 5, 2.5
ug/mL], utilizando como blanco el buffer de lisis, se detectd espectrofotométricamente en

un lector de miciroplacas a 595 nm.

Evaluacion de la cantidad de proteinas por Western Blot

Se prepararon geles de acrilamida al 15% para la separacion de las proteinas. Se cargaron
20 pg de proteina en cada pozo del gel, asi como 5 pL de marcador de peso molecular
Dual color BioRad®. La electroforesis se realizd con solucion amortiguadora de corrida
SDS-Page (Trizma 25 Mm, glicina 192 mM, SDS 1%) a 100 V durante aproximadamente
2 h 30 min.

Las proteinas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa Trans-Blot Transfer Medium,
en una cadmara semiseca Biorad®, utilizando soluciéon amortiguadora de transferencia

(SDS-Page, metol 20%) 100 V durante 1 h.
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Una vez que se transfirieron las proteinas (Fig.11.), las membranas se bloquearon con

albumina al 5% en TBS-Tween en agitacion constante durante toda la noche a 4°C. La

Tabla 2 describe las condiciones de incubacion y los anticuerpos usados.

p22 1:1500 Albimina 3% | Anticonejo 1:5000 Albimina 3%,
santa cruz toda la noche temperatura
Biotechnology® 4°C ambiente 2h
NOS2 (iNOS) | 1:500 Albumina 3% | Anticonejo 1:5000 Albumina 3%,
santa cruz toda la noche temperatura
Biotechnology® 4°C ambiente 2h

Tabla 2. Anticuerpos y Condiciones de incubacion para Western blot

Una vez terminadas las incubaciones se revelaron las membranas con el sustrato West

Femto Maximum Sensitivity Sustrate, SuperSignal®, en pelicula fotografica Kodak®

Fig.11. Membrana de nitrocelulosa con tincién de Ponceau

parala verificacion de la transferencia de proteinas.
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Deteccion de ERO

El diclorofluorescina diacetato (DCFH-DA) es un reactivo sensible y ampliamente
utilizado para la detectar la produccion los oxidantes intracelulares. El DCFH-DA entra a
la célula y es modificado por esterasas convirtiéndolo a diclorofluorescina (DCFH), una
molécula no fluorescente hidrofilica. La oxidacion del DCFH por las ERO crea un
compuesto altamente fluorescente diclorofluoresceina (DCF) [56], como se muestra en la

siguiente reaccion:

DCFH-DA > DCFH — DCF
esterases H.0,

Ensayo de DCFH-DA

Para determinar el estrés oxidante en las c€lulas mediante el ensayo con el compuesto

DCFH-DA:

1. Retirar medio de cultivo

2. Lavar los pozos con PBS a 37°C

3. En cada pozo colocar el reactivo diclorofluorescina diacetato (DCFH-DA, Sigma
Aldrich®) [20 uM] disuelto en DMEM libre SFB.

4. Incubar por 1 h a 37°C en obscuridad

5. Pasado el tiempo de incubacion retirar el medio con el reactivo y lavar 3 veces con
PBSa37°C

6. Se analizan las células en los pozos por microscopia de fluorescencia con el

microscopio [X71 OLYMPUS® mediante el programa Image-Pro Plus 7.0
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Analisis Estadistico
Todos los valores son expresados como el promedio = DEM (desviacion estindar de la

media). Se empled la prueba estadistica T student pareada para determinar diferencias

significativas entre cada tratamiento. La significancia que se considerara es 0.001 < p <0.01
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7. RESULTADOS

Los estudios in vitro de cultivos primarios son una valiosa herramienta para la exploracién
de las funciones inmunologicas especificas de las KC. Varios métodos han sido descritos
previamente para el aislamiento y purificacion de las células sinusoidales del higado. Sin
embargo, los procedimientos de un solo paso como centrifugacion por gradiente de
densidad o elutriacién, no son capaces de eliminar la contaminacion en los cultivos KC de
otros tipos de NPC debido a que su densidad y tamafio son semejantes a los de las demas

células sinusoidales [49].

Con el proposito de corroborar que la poblacion aislada corresponde a las KC, se realizo
una inmunocitoquimica con el marcador de macréfagos de higado de rata, el anticuerpo
ED-2. En la Fig.12 se muestran un par micrografias donde en el panel A las células
presentan color café, indicando marca positiva para el anticuerpo ED-2, comparadas con el
control sin ED-2 en el panel B, observandose que la mayoria de las células,

aproximadamente 90%, son positivas.

Fig.12. Identificacion de células de Kupffer por inmunocitoquimica 20X.
Células no-parenquimales aisladas de higado de rata. A. Anticuerpo ED-2
(1:500). B. Control negativo.
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Cambios de viabilidad por efecto del farmaco IFC-305 en células de Kupffer

Se determinaron cambios de viabilidad y citotoxicidad, evaluados mediante el ensayo de
tincion con SRB y LDH. La Graf.1 muestra el efecto citotoxico del farmaco IFC-305
dependiente de la dosis [0, 10 uM, 100 uM, 500 uM, 1 mM y 5 mM], representado en
porcentaje de viabilidad, donde se observa una disminucion de la sobrevida a [10 puM,
500 uM, 1 Mm] respecto al Control, lo que permitié discriminar las concentraciones para
asegurar que en los ensayos posteriores los resultados sean inherentes al tratamiento y no al

namero de células.

Citotoxicidad dela dosisdelFC-305 en KC
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% de Células Viables

Graf. 1. Efecto de la dosis del farmaco [FC-305 en la viabilidad de las células de Kupffer
(KC) de higado de rata a 48 h. Determinacion mediante la tincion con SRB. Los valores
corresponden al promedio del porcentaje = DEM n=4, * p <0.002 respecto al Control.
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Una vez que se determinaron las concentraciones del farmaco IFC-305 a utilizar, se

adicionan los siguientes tratamientos al cultivo:

e Control

e L[PS[I pg/mL]

e [FC-305[100 uM]

e [FC-305[100 uM] +LPS
e [FC-305[5 mM]

e [FC-305[5 mM] +LPS

Se realizd una tincion con SRB sobre las células y la deteccion de LDH en los
sobrenadantes en experimentos independientes, para evaluar si ocurrian cambios en la
viabilidad por efecto del IFC-305 [100 uM, 5 mM] aunado o no al LPS, estos resultados se
muestran a continuacion: en la Graf.2 se observa que el LPS [1 pg/mL] por si solo no
tiene efecto sobre la viabilidad de las KC, ya se ha reportado que a esta concentracion LPS
induce una respuesta proinflamatoria adecuada y no modifica la sobrevida de las KC [49,
57], y cuando se administra IFC-305+LPS a ambas concentraciones tampoco afecta la
viabilidad de las KC respecto al Control. Este mismo efecto se observa en la Graf.3 donde
se hizo la deteccion de LDH, que muestra que no ocurrieron cambios en la viabilidad con
ningln tratamiento respecto al Control. El método indica el uso de Triton 1% como
control positivo de citotoxicidad, ya que al lisar las células permite asegurar que hay células
no viables, en esta grafica se observa que no existen cambios estadisticamente

significativos intrinsecos a los tratamientos a 48 h.

Habiendo comprobado que la incubacion de las KC a las 48 h con IFC-305 [100 uM, 5
mM] al mismo tiempo que LPS no tiene un efecto citotoxico, se procede con la evaluacion

de la produccién de NO y ERO asi como de las enzimas que los generan.

-42-



Citotoxicidad del IFC-305 + LPS en KC con SRB
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Graf. 2. Efecto del farmaco IFC-305 + LPS en la viabilidad de las células de Kupffer
(KC) de higado de rata a 48 h. Determinaciéon mediante la tincion con sulforrodamina B
(SRB). Los valores corresponden al promedio del porcentaje + DEM n=3, P<0.01
respecto al control.
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Graf. 3. Efecto del farmaco IFC-305 + LPS en la viabilidad de las células de Kupffer
(KC) de higado de rata a 48 h. Determinaciéon mediante el ensayo de lactato
deshidrogenasa (LDH) en sobrenadantes. Los valores corresponden al promedio del
porcentaje £ DEM con una n=4, * p <0.001 respecto al Triton.
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Deteccion de Oxido Nitrico

Como ya se ha mencionado el LPS induce la produccion de NO por la activacion de la
iNOS [18]. La Graf. 4 muestra el incremento significativo en la concentraciéon de NO por
efecto del LPS, mientras que el IFC-305 por si solo no aumenta esta produccion con
respecto al Control, a ambas concentraciones, también se observa que el IFC-305 [100 uM]
tiene un efecto inhibitorio cuando se adiciona al mismo tiempo con LPS, esta disminucion

es menor, pero no es significativa para IFC-305 [5 mM]+LPS con respecto al Control.

Produccion de NO en KC
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Graf. 4. Concentracion de nitritos y nitratos en sobrenadantes (SN) de cultivo de
células de Kupffer (KC) de higado de rata a 48 h. Determinacion mediante el ensayo de
Griess. Los valores corresponden al promedio = DEM n=7, * p <0.001 respecto al
Control, # p <0.001 respecto al LPS.
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Deteccion de ERO

Se determind el estrés oxidante en las KC mediante el ensayo con el compuesto DCFH-DA,
que se ha sugerido como un buen indicador del estado general oxidante de la célula, el cual
produce una fluorescencia verde en las células al ser oxidado por ERO (Fig. 13). En la
Graf.5 se muestra que la produccion de ERO por KC al ser incubadas con LPS
incrementa significativamente con respecto al Control, observandose que el IFC-305 por si
solo no aumenta esta produccion, a ambas concentraciones [100 uM, 5 mM], cuando el
IFC-305 se adiciona al mismo tiempo con LPS (IFC-305+LPS) no incrementa la

produccion de ERO igualmente en ambas concentraciones.

Fig.13. Micrografias de Fluorescencia en KC. Oxidacion de DCFH-DA [20 uM] por especies reactivas de
oxigeno (ERO) en células de Kupffer (KC) de higado de rata a 48 h de tratamiento. A. Control. B. IFC-305
[100 uM]. C. IFC-305 [5 mM]. D. LPS [1 pg/mL]. E. IFC-305 [100 uM] +LPS. F. IFC-305 [5 mM] +LPS.
G. LPS [1 pg/mL]. (A-F. 10X, G. 20X).
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Evaluacion de ERO en KC
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Graf. 5. Oxidacion de DCFH por Especies reactivas de oxigeno (ERO) en
células de Kupffer (KC) de higado de rata a 48 h de tratamiento.
Determinacion por microscopia. Los valores corresponden al promedio +
DEM n=4, * p<0.001 respecto al control

Deteccion de proteinas

Se evaluaron los niveles de la enzima iNOS y de la subunidad p22P™* del complejo
enzimatico NADPH-oxidasa, mediante el ensayo de Western blot. La Graf.6 muestra el
incremento significativo en los niveles de iNOS por efecto del LPS, mientras que el IFC-
305 por si solo no aumenta esta expresion con respecto al Control, a ambas
concentraciones, también se observa que el IFC-305 [5S mM] tiene un efecto inhibitorio
cuando se adiciona al mismo tiempo con LPS (IFC-305 [5 mM]+LPS), esta disminucion es

menor, pero no es significativa para IFC-305 [100 uM]+LPS con respecto al Control.
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Graf. 6. Cuantificacion de los niveles de la enzima iNOS en cultivo de células de
Kupffer (KC) de higado de rata a 48 h. Determinacion mediante el ensayo de
Western blot. Los valores corresponden al promedio = DEM n<3, * p <0.001
respecto al Control, # p <0.001 respecto al LPS.

Como ya se ha mencionado el complejo enzimatico NADHP-oxidasa se ensambla para
producir O, en respuesta a la activacién con LPS, la subunidad p22°™* es necesaria para
que la oxidasa se active ya que forma parte de la region catalitica (flavocitocromo b558)
[31]. En la Graf.7 se observa que la proteina p22 en KC al ser incubadas con LPS
incrementa significativamente con respecto al Control, observandose que el IFC-305 por si
solo no aumenta esta produccion, a ambas concentraciones [100 uM, 5 mM], cuando el
IFC-305 se adiciona al mismo tiempo con LPS (IFC-305+LPS) no incrementa los niveles

de p22 igualmente en ambas concentraciones.
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Graf. 7. Evaluacion de los niveles de la subunidad p22°™* del complejo enzimatico
NADPH-oxidasa en cultivo de células de Kupffer (KC) de higado de rata a 48 h de
tratamiento. Determinacion mediante el ensayo de Western blot. Los valores
corresponden al promedio = DEM n<3, * p <0.001 respecto al Control.
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

Varios métodos han sido descritos previamente para el aislamiento y purificacion de las
diferentes células sinusoidales del higado, en particular el aislamiento de KC requiere
equipos especializados y un nimero considerable de pasos, lo cual implica la inversion de
muchas horas de trabajo en el laboratorio; para encontrar el protocolo ideal, los

procedimientos se tienen que adecuar a las condiciones y necesidades de cada investigador.

La primera parte de este proyecto consistidé en estandarizar el aislamiento de KC, se
probaron tres distintos protocolos para el aislamiento: el método descrito por Valatas V.
[49] emplea la técnica de elutriacion y ésta se realiza fuera de la esterilidad, el cultivo
es propenso a contaminacion bacteriana y/o fingica, ademads de tener un bajo rendimiento
respecto al descrito [49]; por otra parte los métodos propuestos por Froh M. [48]y Pérez
R. [comunicacion personal] nos lleva a un cultivo contaminado con otras estirpes de

CNP (Tabla 1).

Al probar estos protocolos nos percatamos que la principal dificultad que se presenta en la
estandarizacion de la técnica es debido a que las densidades de las CNP son muy semejante
entre si, como anteriormente se ha reportado [49], lo cual conlleva a la contaminacion del
cultivo por otros tipos celulares. Cabe mencionar que los cultivos primarios provenientes
del higado son mas propensos a contaminacion por microorganismos debido a que este
organo se encuentra situado muy cerca de tracto gastrointestinal y la perfusion se realiza in

situ, lo cual limita la disponibilidad de las células y por tanto la reproducibilidad.

Por lo anterior se mont6 un protocolo que combina diversas modificaciones de los métodos
reportados anteriormente, el cual se adapto a las necesidades del proyecto en cuestiones de
pureza y de rendimiento. Las ventajas que presentan el aislamiento y cultivo de KC aqui
reportado son:

a) Un cultivo con menos contaminacioén bacteriana y/o fungica.

b) Un cultivo con menos contaminacion de otras estirpes de CNP, con una pureza del

90%.
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Una vez obtenido el cultivo fue importante el identificar la poblacion y determinar la
pureza de este para asegurar que los resultados sean efecto directamente producidos por
macrofagos del higado y no un efecto que pudiera ser enmascarado por otro tipo de células
sinusoidales. La identificacion de las KC se realiza habitualmente mediante la deteccion de
la actividad peroxidasa endogena junto con la actividad fagocitaria mediante particulas de
latex, oro coloidal o carbon. Sin embargo, estos criterios deben utilizarse con precaucion ya
que la técnica de peroxidasa es mas fiable en tejido incluido en parafina, ademas en el
higado de rata y segin el método de fijacion las células endoteliales sinusoidales (CES)
también pueden presentar una actividad peroxidasa, en raton se ha observado que el 60%
de las CES presentan actividad peroxidasa y pueden incorporar particulas de latex. Uno de
los métodos mas confiables para la identificacion de las KC es quiza la inmunocitoquimica
mediante el empleo de anticuerpos para marcadores especificos, para el caso del higado de
rata el anticuerpo ED-2 reconoce un antigeno de membrana especifico de las KC. Existen
otros anticuerpos capaces de detectar proteinas especificas de las KC en el higado de rata
tales como Ki-M2R, UFT-4, Ku-1 y anti-KCA-3 [2, 5]. Una vez identificadas; es necesario
realizar pruebas de viabilidad con los tratamientos a probar, para que los resultados sean

producto de una activacion y no del ntimero de células (Fig.12)

En la segunda parte del proyecto se evalud en el cultivo el efecto de la dosis del farmaco
IFC-305 en la viabilidad de las KC, observandose que a las concentraciones de [10 puM,
500 uM y 1 mM] la viabilidad disminuye, no asi para [100 uM y 5 mM] (Graf.1), esto
pudiera ser explicado por qué cada uno de los 4 receptores de adenosina es sensible a
diferentes concentraciones de dicha molécula, variando tanto la afinidad a estos receptores
como su activacion. En el laboratorio de la Dra. Chagoya se ha reportado que altas
concentraciones de adenosina en el intervalo mM en cultivo primario de células estelares
de higado de rata, los receptores se saturan activando otro mecanismo de accidén
independiente a receptores, ejerciendo su efecto por transportadores, inhibiendo la
activacion de estas células [36], este mismo fendmeno pudiera estar sucediendo para las

KC, habra que profundizar en estos mecanismos.
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En esta parte del proyecto también se determiné en el cultivo de KC el efecto del farmaco
IFC-305 a las concentraciones [100 uM y 5 mM] en la produccion de NO (precursor de la
cascada de ERN) y el estrés oxidante en respuesta a una activacioéon clasica con LPS. Como
ya se ha mencionado la produccioén de estos mediadores inflamatorios son esenciales para
la eliminacion de patogenos, sin embargo la sobreproduccion de estas moléculas conlleva
al desarrollo de una lesion hepdatica. Varios reportes indican que agentes toxicos de
exposicion cronica como CCly y etanol pueden inducir una respuesta inflamatoria

desregulada, dando lugar a una lesion tisular grave [2, 9, 32, 57].

Por lo anterior es que este estudio adquiere relevancia dado que los resultados obtenidos
muestran que el farmaco IFC-305 disminuye la produccion de NO (Graf.4), el estrés
oxidante (Graf.5) en las KC al ser estimuladas por LPS a 48 h de tratamiento, al tiempo
que reduce los niveles de las enzimas que producen estas moléculas inflamatorias la iNOS
(Graf.6) y la subunidad p22P"* del complejo NADPH-oxidasa (Graf.7). Estos resultados
concuerdan con el estudio realizado en nuestro laboratorio en donde la M. en C. Rebeca
Pérez Cabeza de Vaca demostrd en un modelo in vivo de cirrosis inducida con CCl, en rata,
que el IFC-305 es capaz de modular el estado de activacion de las KC de un fenotipo M1
(inflamatorio) a uno M2 (antiinflamatorio); en dicho estudio evalud varias de las enzimas
relacionadas con el equilibrio oxidante/antioxidante encontrando que el farmaco recupera el
estado de oxido/reduccion de las KC, ademas demostrd que la arginasa I, enzima asociada
directamente al fenotipo de activacidon M2, se encuentra aumentada en un mecanismo de

reversion de la cirrosis [2],

La enzima arginasa I cobra mucha importancia porque esta vinculada con la disminucion
de NO y la antiinflamacioén (macroéfagos M2), es una enzima exclusiva del higado, requiere
como sustrato a la arginina entrando en competencia con la iNOS por el sustrato, por lo
que el hecho de que alguna de las dos se encuentre activa hara que la otra se inhiba [2, 13].
El encontrar una disminucion de la iNOS (Graf.6) y de su producto NO (Graf.4) a causa
del tratamiento con IFC-305 sugiere que la arginasa I se encuentra activa mediando la

polarizacion de las KC.
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Por otra parte es importante mencionar que para determinar la presencia de la NADPH-
oxidasa se decidio evaluar a la subunidad p22°™*, dado que es una proteina limitante para
la actividad de la enzima, recordando que la NADPH-oxidasa es un complejo enzimatico
multicomponente que comprende de seis proteinas (citosélicas y membranales), y sabiendo
que la falta de alguna de las proteinas citosolicas la enzima puede ejercer su funcion,
mientras que la proteina membranal p22°™* forma el heterodimero flavocitocromo b558

junto con gp91°™*, fundamental para la actividad catalitica.

Otro aspecto importante de mencionar es que el papel del NO en el sistema inmune es
unico, porque es una molécula mensajera no especifica, puede senalizar para activar una
respuesta, a la vez que puede danar tanto a patégenos como a las propias células [58]. Las
KC son la principal fuente de NO durante el choque endotoxémico y se cree que la
inhibicion selectiva de esta estimulacion puede tener futuras implicaciones terapéuticas.
Los mecanismos por los cuales se regula la produccion de NO son importantes en el

mantenimiento de la homeostasis del cuerpo y todavia deben aclararse [25].

La relevancia del presente estudio radica en fortalecer la investigacion de la M. en C.
Rebeca Pérez, quién describe el farmaco IFC-305 como un mediador de la inflamacion y de
la polarizacion de macrofagos (PATENTE UNAM MX/a/2013/005735). Abriendo nuevas
perspectivas en el tratamiento para el dano hepatico y otras patologias que involucran los

procesos de inflamacion cronica.
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9. CONCLUSION

El farmaco IFC-305 en un cultivo primario de células de Kupffer aisladas de higado de
rata, a las concentraciones [100 uM y 5 mM] es capaz de modular los mecanismos

oxidante, nitrosante y citotoxico de las células en respuesta a una activacion con LPS.

Durante la activacion clasica con LPS las KC inician una respuesta inflamatoria llevando
a la expresion de las enzimas iNOS y NADPH-oxidasa, promoviendo la producciéon de NO
y O, respectivamente, estas moléculas son las iniciadoras de la cascada de generacion de
especies reactivas de oxigeno y nitrégeno. El farmaco IFC-305 a las concentraciones
[100 uM y 5 mM] en un cultivo primario de KC aisladas de higado de rata a 48 h de
tratamiento es capaz de disminuir la produccion de NO (ERN) y de ERO, cuando son
activadas con LPS, evitando la formacion de moléculas mucho mas reactivas que pudieran
llevar a un desequilibrio del sistema oxidante/antioxidante y al estrés nitrosante, al
disminuir la produccion de estas moléculas se impide el establecimiento de la inflamacién
cronica y por ende el daiio al tejido, al tiempo que el fArmaco tiende a inhibir los niveles de
la enzima iNOS y de la subunidad p22°™* del complejo NADPH-oxidasa fagocitica,

mientras que el [IFC-305 por si solo no estimula la expresion de estas enzimas.

Los resultados sefialan que el farmaco IFC-305 tiene la capacidad de regular la activacion
de las células de Kupffer in vitro inhibiendo la produccion ERO y ERN derivadas de

enzimas como la iINOS y la NADPH-oxidasa, corroborando la hipotesis planteada.

Lo anterior apunta a que el IFC-305 podria estar mediando un fendmeno de activacion de
las KC de un fenotipo inflamatorio (M1) a uno antiinflamatorio (M2), lo cual abre las
posibilidades de continuar con este estudio donde se tendrd que profundizar en las vias de

sefalizacion para determinar el mecanismo de accion del farmaco a este nivel.

-53-



10. PERSPECTIVAS

— Evaluar en las células de Kupffer otras enzimas relacionadas con el equilibrio
oxidante/antioxidante como: superdxido dismutasa 1 (SOD1), glutatién peroxidasa
(GSHP), catalasa y hemo-oxigenasa 1 (HO-1), para establecer si el fendmeno que

estamos observando es un mecanismo antioxidante.

— Identificar las cascadas de sefializacion por las cuales el farmaco IFC-305 esta

ejerciendo su actividad en el equilibrio oxidante/antioxidante.

— Caracterizar la polarizacion del fenotipo M1-M2 evaluando citocinas como IL-1[3,

IL-6, IL-10, IL-12, TNF-0, INF-y.
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