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Glosario

a-SMA: Alfa actina de musculo liso, por sus siglas en inglés Alfa Smooth
Muscle Actin

CCls: Triclorometilo

CCly: Tetracloruro de carbono

CHCI3: Cloroformo

CHI3: Yodoformo

CK: Células de Kupffer

CYP: Citocromo

DAMP: Patrones moleculares asociados a dafio, por sus siglas en inglés
Damage Associated Molecular Patterns

EGF: Factor de Crecimiento Epidérmico

H.E.: Tincion Hematoxilina Eosina:

HGF: Factor de crecimiento hepatico, por sus siglas en inglés Hepatocyte
Growth Factor

Hpx: Hepatectomia parcial

HSC: Células estelares, por sus siglas en inglés Hepatic Stellate cell
HybHP: Hepatocito hibrido, por sus siglas en inglés Hybrid Hepatocyte
IL: Interleucina

KS: Kolmogorov-Smirnov

LC: Lébulo caudado

LD: Lobulo derecho

LI: Lébulo izquierdo

LM: Lébulo medio

LPC: Células progenitoras hepaticas, por sus siglas en inglés Liver Progenitor
Cells

LPC: Lobulo papilar caudal

MS: Tincion Tricromica de Masson

MEC: Matriz Extra celular

MMPs: Metaloproteinasas de Matriz, por sus siglas en inglés Matrix
metalloproteinase

NO: Oxido nitrico



PAMP: Patrones moleculares asociados a patdégenos, por sus siglas en inglés
Pathogen Associated Molecular Patterns

PCNA: Antigeno nuclear de proliferacidn celular, por sus siglas en inglés
Proliferation Cell Nuclear Antigen

TGF B1: Factor de crecimiento Transformante b1, por sus siglas en inglés
Transforming Growth Factor 31

TIMPs: Inhibidores Tisulares de las Metaloproteinasas, por sus siglas en inglés
Tissue Inhibitors of Metalloproteinases

TNF: Factor de necrosis tumoral, por sus siglas en inglés Tumor Necrosis

Factor
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1. Resumen

La fibrosis hepatica es una respuesta del higado para reparar las
lesiones provocadas por un dafio, que de ser persiste, conduce a cirrosis y
falla hepatica.® Se desarrolla debido a un aumento en la sintesis y deposicion
de colagena fibrilar, asociada a la remodelacion insuficiente de la matriz
extracelular. La cirrosis hepatica se conoce como el estadio final de todas las
enfermedades hepéticas cronicas progresivas.>® Es una alteracion
histopatoldgica del higado caracterizada por la formacion de septos fibrosos y
nédulos de regeneracion, estructuralmente anormal.*

La fibrosis hepatica es reversible si se trata y se erradica la causa de la
enfermedad y si las lesiones no son demasiado graves, es decir, si el
diagnostico es oportuno y se da un tratamiento efectivo, el higado puede
recuperar su estructura normal. En este sentido, cabe resaltar que la alta
capacidad de regeneracion hepéatica posterior a una hepatectomia de 2/3 de su
€l y su recuperacion funcional, son propiedades exclusivas de este érgano,
donde el inicio y final de la regeneracibn se encuentran estrictamente
regulados.®

Para evaluar esta regeneracion existen diversos métodos, siendo la
cuantificacion del antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) uno de los
mas usados por muchos afios al ser una proteina sintetizada en el nucleo que
funciona como cofactor de la ADN polimerasa delta, y expresa picos en la fase
G1 tempranay en la fase S del ciclo celular.®

Para contribuir con el desarrollo del conocimiento en funcion a la
regeneracion estructural hepatica bajo ciertas condiciones, se evalud la
proliferacion hepéatica en 3 grupos de 6 ratas Wistar cada uno (Sanos,
Enfermos y cirr6ticos) posterior a una hepatectomia menor al 30%, esto con la
finalidad de encontrar alguna sefial o indicio de regeneracion. Este parametro
se midio aplicando una herramienta morfométrica para la cuantificacion de
hallazgos histopatolégicos que entrega una medida cuantitativa en una escala
continua del problema que se estudié (cuantificacion del area de los nucleos de
los hepatocitos y porcentaje de fibrosis). Con esta cuantificacién se realizé una

prueba para la comparacion de medias con los datos agrupados en funcion a



diferentes variables. Los resultados obtenidos al cuantificarse el area de los
ndcleos de los hepatocitos y el porcentaje de la fibrosis se tuvo una diferencia
significativa entre cada uno de los grupos, en el caso del area de los
hepatocitos el de mayor cantidad correspondio al grupo de ratas sanas y el de
menor el grupo de tatas cirréticas; mientras que en el porcentaje de la fibrosis
result6 menor el grupo sano y mayor en el grupo cirrético. Sin embargo,
posterior a la hepatectomia (12 y 24 hrs), no hubo diferencias entre cada grupo.

Concluyendo, en el presente estudio se observd que la regeneracion
hepatica posterior a una hepatectomia menor al 30% se llevé a cabo en los
higados cirréticos por una hipertrofia compensatoria, mientras que en los
higados sanos no se llevé a cabo este proceso.



2. Introduccidn

El higado ejecuta un gran namero de funciones propias del organismo
como la de almacenamiento, sintesis y biotransformacion de diversos
compuestos, entre otras. Ademéas de sus funciones homeostaticas y
metabdlicas, el higado es el mayor érgano sélido del organismo y un filtro
natural para microorganismos (bacterias, virus y moléculas potencialmente
toxicas (xenobiéticos) procedentes del torrente circulatorio y el sistema portal.”
Toda afeccion crénica del higado tendra como resultado una cicatriz fibrosa del
tejido hepatico, esta impide el buen funcionamiento del érgano y no presenta
ningun sintoma especifico. La fibrosis hepatica constituye un proceso de
cicatrizacion que sustituye las células del higado dafadas; es reversible si se
trata y erradica la causa de la enfermedad y si las lesiones no son demasiado
graves, en ese caso, el higado puede recuperar una estructura normal.
Cuando el higado es sometido a un dafio grave (fisico, quimico o biolégico) las
células estelares hepaticas se activan al ser las encargadas de producir fibras
de colagena, causando su deposicion en la matriz extracelular (MEC) del
parénquima hepéatico (fibrosis). Al ser retirado el insulto, el higado tiene la
capacidad de revertir el dafio, recuperar su arquitectura normal y sus
funciones®. Sin embargo, si la lesién persiste o aumenta, se produce una
elevacion en la cantidad y densidad de la MEC en el parénquima, lo cual
progresa hasta convertirse en cirrosis y una vez establecida una cirrosis
avanzada, revertir este proceso en humanos de forma natural no es posible
actualmente®. En este sentido, la regeneracion hepatica representa una de las
formas mas extraordinarias de respuesta al dafo tisular. La rapida restauracion
del volumen y de la funcién hepatica posterior a una hepatectomia mayor al
70% es una propiedad exclusiva de este 6rgano.’

En cuanto al proceso de regeneracién hepatica, cabe mencionar que
los hepatocitos permanecen en la fase GO del ciclo celular en condiciones
normales, pero a diferencia de otros tejidos, mantienen la capacidad de
reiniciar el ciclo celular ante cualquier lesion, pérdida de tejido hepatico o

estimulos exdgenos. Este proceso de proliferacion es muy rapido ya que se



inicia en segundos y termina en pocos dias’, y puede ser evaluado por la
expresion del PCNA, el cual es un indicador de actividad mitética.®

Hay dos formas principales mediante las cuales se lleva a cabo la
regeneracion hepatica:

1) Por incremento de numero (Hiperplasia) y/o tamafo (hipertrofia) de las
células maduras preexistentes (Hepatocitos).?**

2) Por activacion y proliferacion de células progenitoras del higado (LPC, por
sus siglas en inglés Liver Progenitor Cells).>**

La participacion de uno, otro o ambos mecanismos depende del dafio
hepatico.?*!

Varios factores determinan el proceso de regeneracion. Entre ellos, el
factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), es un potente mitdgeno especifico
para los hepatocitos®?; y el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) el
cual se cree que es un factor clave en revertir a los hepatocitos al estado basal
estado quiescente y terminar la regeneracion hepatica.”*®

Treinta  minutos después de una hepatectomia parcial
(independientemente del volumen retirado), se ha descrito un aumento de los
factores de transcripcion que estimulan la sintesis de proteinas y la expresion
de los genes necesarios para iniciar el ciclo celular. En la rata, ocurre un
incremento en la sintesis de DNA (fase S) a las 24 horas de la hepatectomia, y
en ratén a las 36 horas.’

La cirrosis es el desarrollo de nddulos de regeneracion rodeados por
septos fibrosos en respuesta a una lesion hepatica crénica, donde el numero y
la capacidad de proliferacién de los hepatocitos se ve disminuida®®, por lo que
el estudio de los mecanismos de regeneracion en el higado cirrético, pueden
ayudar a encontrar tratamientos que mejoren la capacidad regenerativa y como
consecuencia, mejorar la funcién hepatica.?

La cirrosis hepatica es una de las causas mas importantes de la
pérdida de salud a nivel mundial. Segun el estudio Global Burden of Disease
2010, la cirrosis hepatica caus0 31 millones de discapacidades (DALY,
Disability Adjusted Life Years,” afios de vida ajustados por discapacidad”), o
1.2% de los DALY globales, y un millébn de muertes, lo que representa el 2% de
todas las muertes a nivel mundial. Ocupando la quinta causa de muerte a nivel

1

mundial. **, por lo que es indispensable entender de mejor manera la
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patologia y disefiar mejores estrategias de prevencion y control. Debido a lo
anterior, en el presente trabajo se utilizO un modelo animal para evaluar la
capacidad regenerativa y la proliferacion celular analizando la expresion de
PCNA en tejido en proceso de regeneracion, posterior de 12 y 24 horas de una

hepatectomia parcial en los diferentes estadios de evolucion de la fibrosis.

3. Objetivos

3.1. Objetivo general

Evaluar la regeneracion del higado de rata en diferentes estadios de
salud y a diferentes tiempos, después de una hepatectomia parcial, para
encontrar marcadores de proliferacidon celular que ayuden a encontrar

tratamientos que mejoren la regeneracion hepatica.

3.2. Objetivos Especificos

1. Inducir diferentes grados de fibrosis en ratas (Sanos, Enfermos y
Cirréticos) con tetracloruro de carbono (CCly).

2. Realizar hepatectomias parciales en los diferentes grupos de fibrosis.

3. Evaluar y comparar la capacidad regenerativa en distintas etapas de
fibrosis a las 12 y 24 horas posteriores a una hepatectomia.

4. Evaluar y comparar la proliferacion celular en distintas etapas de la
fibrosis a las 12 y 24 horas posteriores a la hepatectomia

4. Hipotesis

Si la capacidad de proliferacién hepética posterior a una hepatectomia
parcial aumenta en ratas sanas, entonces al incrementar el grado de fibrosis la

capacidad regenerativa disminuira.



5. Justificacion

La fibrosis hepatica es un padecimiento a nivel mundial con una alta
tasa de morbilidad y mortalidad en su etapa final que es la cirrosis™. En
México, la morbilidad por cirrosis hepatica en 2005 fue de 11.7 casos por cien
mil habitantes y en 2006 de 12.4, lo que representando un incremento del 6%
anual. Por lo que respecta a la mortalidad, la cirrosis hepatica se posiciona
como la tercera causa de muerte en el pais; en el aflo del 2006 la tasa de
mortalidad estandarizada para esta causa fue de 28.9 defunciones por cien mil
habitantes, observando que el riesgo de morir por esta causa entre los
hombres es 3 veces mayor que el de las mujeres.*®

Aproximadamente el 90% de las causas de cirrosis hepatica en paises
occidentales son el abuso de alcohol, la enfermedad por higado graso no
alcoholico (NAFLD por sus siglas en inglés, Non Alcoholic Fatty Liver Disease)
y la hepatitis crénica virica. A escala mundial, la hepatitis cronica por el virus de
la hepatitis B (VHB) y C (VHC), con mas de 400 millones de enfermos
infectados, representa la etiologia mas importante.*’

A pesar que existen tratamientos paliativos para la cirrosis, como
inhibidores de la respuesta inflamatoria; antiinflamatorios esteroideos,
reductores de la actividad de células productoras de matriz extracelular, etc., en
la actualidad no existe tratamiento eficaz para revertir la cirrosis. ®

Hoy en dia la Unica alternativa de solucion en caso de cirrosis es el
trasplante de higado, presentando multiples limitantes; es una cirugia de alto
riesgo, son escasas y el tiempo de vida posterior a un trasplante no es muy
alentador'®. Por lo que es indispensable entender de mejor manera la patologia
y disefiar mejores estrategias de prevencion, control y/o cura.

Se trabajé con ratas Wistar, ya que éstas son el modelo experimental
mas utilizado en la investigacion quirargica y uno de los modelos
experimentales mas usados para investigaciones biomédicas, biolégicas y
moleculares debido a muchos factores, en particular, porque se tiene un
enorme conocimiento sobre su fisiologia, existen una gran cantidad de

anticuerpos, es de facil manejo y bajo costo.'®*°



6. Marco Teorico

6.1. Anatomia del higado

El higado se clasifica como un oOrgano accesorio del aparato
gastrointestinal. Siendo el érgano visceral mas grande del organismo. En ratas,
la masa hepatica representa aproximadamente el 5% del peso corporal total,
mientras que en seres humanos adultos representa el 2,5%.®

Desde la perspectiva anatomica, el higado humano se divide en 2
I6bulos grandes (I6bulo derecho e izquierdo) y 2 I6bulos méas pequefios (I6bulos
caudado y cuadrado), como se ilustra en la Figura 1'®?°. Mientras que el
higado de las ratas tiene 6 I6bulos divididos en: I6bulo medial (ML) siendo el
mas grande al representar aproximadamente del 38% del peso total del higado,
tiene una curvatura por la mitad lo que da la apariencia de un I6bulo puntiagudo
anexo (LML, porcion izquierda del I6bulo medial); |6bulo lateral izquierdo (LLL)
representando el 30% del peso total, I6bulo superior lateral derecho (SRL) con
el 12% del peso, I6bulo lateral inferior derecho (IRL) muy pequefio
representando el 10 % y el proceso caudado (PC) el cual se encuentra
subdividido en el I6bulo caudado anterior (AC) y el I6bulo caudado posterior

(PC) con el 4% del peso total cada uno. 82°

Yena cava inferior _

Lébulo caudado Lébulo derecho

Lébulo

izquierdo _ Ligamento

coronario

Fosa géstrica J
— Fosa renal

Lobulo cuadrada

Arteria hepética

Vena porta |

Conducto biiar | | Vesicula biliar

Figura 1. Anatomia quirdrgica mas comuin del higado de rata y humano._A) Higado de rata: CP, proceso
caudado; AC, lébulo caudado anterior; PC, lI6bulo caudado posterior; SRL, l6bulo superior lateral derecho;
IRL, l6bulo lateral inferior derecho; ML, I6bulo medial; RML, porcion derecha del l6bulo medial; LML,
porcion izquierda del l6bulo medial; LLL, I6bulo lateral izquierdo; MF, fisura principal o mediana (;isura
umbilical); LF, fisura izquierda; RF, fisura derecha; FL, ligamento falciforme. B) Higado de humano*8%°



El higado recibe el 25% del gasto cardiaco en reposo. Entre los
organos abdominales es el Unico que tiene una irrigacion sanguinea doble,
constituida por una irrigacién venosa que llega por la vena porta hepética y
representa el 80% de la sangre que recibe; se conoce como una irrigacion
funcional, caracterizandose por tener altas cantidades de nutrientes
provenientes del tubo digestivo y de los 6érganos abdominales principales, como
el pancreas y el bazo, llevando nutrimentos y materiales toxicos que se
absorben en el intestino, células hematicas y sus productos de degradacion a
partir del bazo e insulina y glucagon del pancreas. La segunda via de irrigacion
se conforma por una irrigacion arterial derivada de la arteria hepética,
representando el 20% de la sangre en circulacion, esta se conoce como
circulacion nutricia, por su alta carga en oxigeno proveniente del
corazén.?*822E| flujo venoso de salida del higado tiene lugar a través de las
venas hepaticas que carecen de valvulas y drenan en la vena cava inferior

justo por debajo del diafragma.*®??

6.1.1. Lobulillos hepaticos

Los lobulillos son las unidades funcionales del higado. Existen
alrededor de 50 000 a 100 000 lobulillos en el higado humano y cada uno se
organiza en torno a una vena central que drena en las venas hepéticas y de ahi
en la vena cava. Son estructuras cilindricas que miden alrededor de 0.8 mm a 3
mm de diametro. 182

Los conductos biliares terminales y las ramificaciones pequefias de la
vena porta y la arteria hepatica se ubican en la periferia del lobulillo. En la
Figura 2 es posible apreciar la arquitectura hepatica, compuesta por cordones
de células hepéticas que irradian en sentido centrifugo a partir de la vena
central, estas placas hepaticas se encuentran separadas por capilares
sinusoidales anchos de pared delegada, denominados sinusoides, que se
extienden de la periferia de lobulillos hacia su vena central. Se encuentran en
contacto intimo con las células hepaticas y participan en el intercambio se
sustancias entre la sangre y los hepatocitos. Estan integradas con 2 tipos de
células: las células endoteliales capilares tipicas, con fenestraciones que
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permiten el intercambio de solutos y las células de Kupffer (CK) cuya funcion es
similar a los macréfagos, al fagocitar sustancias ajenas al higado.?® % Figura
2%2 Estas Ultimas son células reticulo endoteliales capaces de fagocitar células
hematicas viejas y defectuosas, bacterias y otros materiales extrafios que
llegan en la sangre portal al tiempo que fluyen por el sinusoide. Esta accion
fagocitica elimina los bacilos entéricos y otras sustancias lesivas que se filtran

hacia la sangre a partir del intestino.?*#

Hepatocyte Hepatic Stellate Cell  Sinusoldal Endothelial Cell \\\\ ’/,’
Cholangiocyte Kupffer Cell Smooth Muscle Cell

Figura 2. Arquitectura del higado. (A) Esquema que representa la arquitectura y la composicién
de tipo celular del sinusoide hepético. La sangre entra en el I6bulo de las ramas de la vena
porta (PV) y la arteria hepatica (HA) y progresa a través de los capilares sinusoidales, hasta las
venas centrales (CV). La bilis fluye en direccién opuesta hacia la triada portal y sale por los
conductos biliares (BD). Los hepatocitos estan alineados a lo largo de los sinusoides en
"placas” de hepatocitos. Las células estrelladas hepaticas residen entre las células endoteliales
sinusoidales y los hepatocitos en el "espacio de Disse" (B) Diagrama que ilustra la organizacion
del 16bulo hepatico, incluyendo las estructuras vasculares y la zonalidad relativa del I6bulo.
Esta unidad se repite en todo el higado. Se muestran placas representativas de hepatocitos
para orientacion; Estas hileras de hepatocitos llenan todo el I6bulo y son revestidas con
sinusoides®

6.1.2. Funciones metabdlicas del higado

El higado es uno de los 6rganos mas versétiles y activos del
organismo, metaboliza hormonas y farmacos; sintetiza proteinas, glucosa y
factores de la coagulacion; almacena vitaminas y minerales; transforma en urea
el amoniaco que se produce por la desaminacion de los aminoéacidos y

convierte los &cidos grasos en cetonas. También degrada los nutrimentos



excedentes y los convierte en sustancias esenciales para el organismo. En su
capacidad para metabolizar los farmacos y las hormonas, el higado funge
como un drgano excretor. En este sentido, la secrecion de la bilis se da por
pequefios canales tubulares, denominados canaliculos biliares, ubicados entre
las membranas celulares de los hepatocitos adyacentes transportan los
productos finales de las sustancias que se metabolizan en el higado, fluyendo
hacia los canaliculos y luego hacia la periferia de los lobulillos, para drenar en
conductos cada vez mayores. Con frecuencia los conductos biliares intra

hepaticos y extra hepaticos en conjunto se denominan, arbol hepatobiliar.??

6.1.3. Células Estelares (HSC)

La principal fuente del exceso de colagena en la cirrosis es producida
por las células estelares (en el pasado llamadas células de Ito), localizadas en
el espacio de Disse. Aunque en condiciones normales se comportan como
células de depésito de la vitamina A, durante el desarrollo de la fibrosis se
activan y transforman en miofibroblastos. Entre los estimulos responsables de
la activacion de las células estelares y la produccibn de colagena se
encuentran las especies reactivas de oxigeno, los factores de crecimiento y
algunas citocinas, como el factor de necrosis tumoral (TNF), la interleucina
I(IL1) y las linfotoxinas, que pueden ser elaboradas por los hepatocitos
lesionados o por células de Kupffer y células endoteliales sinusoidales dafiadas
como se ilustra en la Figura 3.! Las propias células estrelladas activadas
pueden elaborar factores de crecimiento, citocinas y quimiocinas, que
aumentan todavia mas la proliferacién e inducen la sintesis de colageno, en

particular el Factor de crecimiento Transformante B (TGF.B).2,%°
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Figura 3. Conceptos clave involucrados en la activacion se células estelares hepaticas. Breve
mencién de los factores involucrados en la activacion de células estelares y formacion de la
fibrosis *

6.2. Fibrosis

La fibrosis hepatica es una respuesta del higado para reparar las
lesiones provocadas por un dafo, que, si persiste, conduce a cirrosis y a falla
hepética.*

En el momento que ocurre una lesion en el higado se ocasiona una
necrosis y/o apoptosis de las células en el parénquima, ocasionando la
liberacién de contenido celular y especies reactivas de oxigeno activando a las
células estrelladas, atrayendo y activando macréfagos tisulares mediante la
proteina quimioatrayente de monocitos 1 (CCL2) y su receptor CCR2. Las
células estrelladas y macréfagos secretan mediadores pro-inflamatorios y
reclutan células T y neutréfilos. La secrecion del factor de crecimiento
transformante B (TGFB) en particular conduce a la transdiferenciacién de
células estrelladas hepaticas en miofibroblastos y el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF) estimula la proliferacion de estos mismos.?
Como se observa en la Figura 4.

Durante la evolucion de la enfermedad o contacto con el agente dafino
se desarrolla un aumento en la sintesis y deposicién de colagena, asociada a
una remodelacién insuficiente de la matriz extracelular,?” modulada por el
equilibrio variable entre las metaloproteinasas de la matriz extracelular (por sus
siglas en ingles MMP’s) y los inhibidores tisulares de las metaloproteinasas (por
sus siglas en ingles TIMP’s). Las metaloproteinasas son una familia de enzimas
proteoliticas dependientes de zinc que degradan los componentes de la matriz

extracelular. Se activan por diversos factores tales como: estrés oxidativo,
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agentes quimicos, citocinas, interacciones con la matriz extracelular, etc. Por
otra parte, los TIMP’s son una familia de proteinas que regulan a las MMP’s,
modulando la protedlisis que se lleva a cabo en la matriz extracelular. Se
asocian a cambios patolégicos y bioquimicos que conducen a anormalidades
estructurales, y a un aumento en la cicatrizacién hepatica. 2 Como se observa
en la Figura 5.%°

Las principales lesiones vasculares que contribuyen a los defectos de
la funcion hepética son la pérdida de las fenestraciones de las células
endoteliales sinusoidales y el desarrollo de fibras de coldgena entre triadas

hepéticas, entre estas y la vena porta o entre venas portas. *2°

L - y i
Activated
Quiescent hepatic Release of cell hepatic Activated |
stellate cell  Dpopaces contents and ROS stellate cell macrophage,
. CCL25o| (M h !
Hepatic acrophage
sinuseid

i
1 1
i
i |
i i
i i
i i
i i
i i
|
1 1
. | |
e | migration and !
© 5 \ activation !
Sinusoidal cell C: 5 C :‘“‘ | | Stellate cell |
Q “‘ : :
: s .
1panaf Bopcnam nlil=talst
i |
- 1 1
o 1 1
. |
< i

E Post—phagopytic. Hepatocyte
' pro-resolution macrophage regeneration
) Dt Pt
1 |
2\ o \

recruitment

1 1 1
: : ‘
E ! Cause i
! ! | ofinjury !
d Decreased production ] removed Mathy TGFp i L E
i MMPs <—|of pro-inflammatory : Hodds So— Secretion of proinflammatory and | !
! cytokines and TIMPs ! — pro-fibrotic mediators (TNF.IL-6. | !
| l ! [ IL-1B and TGFp) i
i | I
| i Matrix gOPDGF |
i i 1
i ; 1| Net matrix synthesis !
! ; d * Collagenl| !
i ; i |
e s | |
: l i :
| i = ! ] i
; — > 1
1 1 g —
i | Transdifferentiation
; i to myofibroblast /Q
i
i
I
i
I
i
i
i
|
i

ey
_Oo_] Tcell and e
o ~ B |

LPS neutrophil ]

i

i

i

|

i

12



Figura 4. Cascada de sefiales después de una lesién hepatica. ® La lesién hepatica causa la
necrosis de células de parénquima y / o apoptosis. La liberacién de los contenidos celulares y
especies reactivas de oxigeno (ROS) activa las células estrelladas hepaticas y atrae y activa
los macréfagos del tejido a través del ligando de quimiocinas CC 2 eje (CCL2) receptor de
quimioquinas -CC-2 (CCR2). Los macrofagos y las células estrelladas hepaticas fagocitan las
células necroticas y apoptéticas. Los macrofagos activados y células estrelladas hepaticas
secretan mediadores pro-inflamatorios, y reclutan células T y neutrofilos. La secrecién de factor
de crecimiento transformante-p (TGF) en las derivaciones particulares a la transdiferenciacion
de las células estrelladas hepaticas en miofibroblastos. EIl PDGF estimula la proliferacion de
miofibroblastos. Miofibroblastos derivados de células estrelladas hepaticas expresan a-actina
de musculo liso (aSMA) y el colageno |. Los macroéfagos tienen una capacidad latente para
degradar la matriz cicatriz recién sintetizada a través de la secrecion de MMP’s, pero la
actividad de la proteasa es inhibida por la produccion concurrente de TIMP por miofibroblastos
y macréfagos, lo que resulta en la deposicion de matriz progresiva y la acumulacién de la
cicatriz. Si se elimina el irritante subyacente, macréfagos post-fagociticos se someten a un
interruptor fenotipico que favorece la resolucién de la fibrosis. Los niveles de citoquinas pro-
inflamatorias y de TIMPs disminuyen, lo que facilita la pérdida de miofibroblastos hepaticos y
aumenta la degradacién de la matriz y la reparacion tisular. ®

Mientras que los sinusoides normales tienen células endoteliales
fenestradas que permiten un intercambio libre de solutos entre el plasma y los
hepatocitos, la perdida de fenestraciones y el aumento de la membrana basal
convierten a los sinusoides de pared delgada en un canal vascular de presion
mas elevada con flujo rapido sin este intercambio de solutos observandose en
la Figura 4%°. En concreto, el desplazamiento de las proteinas (p. ej., albimina,
factores de la coagulacién, lipoproteinas) entre los hepatocitos y el plasma
sufre alteraciones importantes. Estos cambios funcionales resultan agravados
por la pérdida de las microvellosidades en las superficies de los hepatocitos, lo
que reduce todavia mas su capacidad de transporte. Las derivaciones
vasculares provocan presiones vasculares anémalas dentro del higado, y
contribuyen a la disfuncién hepatica y a la hipertensién portal. 33

La deposicion progresiva de la matriz en el parénquima hepético
aumenta la permeabilidad intestinal y en conjunto con el lipopolisacéarido
hepatico (LPS) ocasiona que la sefalizacion a través de los receptores tipo Toll
4 (TLR4) promuevan la fibrogénesis, en la cual las células estrelladas hepaticas
activadas por TLR4 producen quimiocinas y expresan moléculas de adhesion
que reclutan macréfagos residentes en el sitio de la lesion. &

La ventaja de esta etapa es que, incluso en estadios avanzados de la
enfermedad, si se detiene o elimina el proceso patologico, se podria observar
una reversion significativa a nivel estructural e, incluso, la recuperacion total de

la funcién hepatica (regresién de la fibrosis). ** Donde los macréfagos post-
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fagociticos se someten a un cambio fenotipico que favorece la resolucion de la
fibrosis. Los niveles de citocinas proinflamatorias y TIMP disminuyen, lo que
facilita la pérdida de miofibroblastos hepaticos y mejora la degradacién de la

matriz y la reparacién del tejido. ®

Hepatocito

Célula Estelar Hepatica

Célula Epitelial
Sinusoidal

Célulade Kupffer

Luz del sinusoide
Higado normal

Lesién hepatica
crénica

Linfocito

Proteinas de la matriz
extracelular

Hepatocito apoptotico
Célulade Kupffer activada

i Luz del sinusoide
Higado con

fibrosis avanzada

Figura 5. Cambios en la arquitectura hepatica asociados con la fibrosis hepatica. A) Higado en
condiciones normales B). Higado enfermo. Después de una lesion hepatica crénica se da el
reclutamiento y estimulacion de células inflamatorias; (incluyendo células de Kupffer), que se

infiltran en el parénquima hepatico. Factores liberados por estas células, conducen a la
transformacion de HSC en miofibroblastos secretando grandes cantidades de proteinas de
matriz extracelular. La presencia de una MEC fibrilar en el espacio de Disse afecta la funcién
de los hepatocitos; hay pérdida de micro vellosidades y pérdida de fenestraciones en las
células endoteliales sinusoidales. *°

6.3. Cirrosis

La cirrosis hepatica ocupa el quinto lugar de muerte a nivel mundial y
el tercero en México®’. Siendo un problema desestimado a favor de otros tipos
de padecimientos y a pesar de ser considerada un problema de salud, no se ha

estudiado apropiadamente. Sus principales causas son las infecciones virales
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cronicas, la esteatohepatitis alcohdlica y no alcohdlica y las enfermedades auto
inmunitarias que afectan a los hepatocitos y/o los conductos billares.*®

La cirrosis hepatica es el estadio final de todas las enfermedades
hepaticas cronicas progresivas. Es una alteracion histopatolégica difusa del
higado caracterizada por pérdida del parénquima hepéatico, formacion de
septos fibrosos y noddulos de regeneracion estructuralmente anormales, dando
lugar a una distorsion de la arquitectura hepética normal y a una alteracion de

la anatomia de la vascularizacién hepatica y de la microcirculacién.®*

6.3.1. Patogenia de la cirrosis

Las causas de las lesiones hepatocelulares que pueden ocasionar una
cirrosis son variadas y dependen de la etiologia (viral, alcohdlica,
farmacolégica) ** (Figura 6)%. Los siguientes mecanismos fisiopatoldgicos son
importantes en el desarrollo de cirrosis hepética de cualquier etiologia: a)
necrosis o lisis de hepatocitos con pérdida del parénquima hepatico e
inflamacion; b) fibrogénesis (depdsito de matriz extracelular); ¢) cambios en el
crecimiento celular (hiperplasia, regeneracion) y d) alteraciones vasculares y
circulatorias. 3433

La necrosis, lisis de hepatocitos e inflamacién crénica y continua
constituyen un estimulo y factor perpetuador de proliferacién y crecimiento de
los hepatocitos y del proceso de fibrogénesis. En la cirrosis se producen
citocinas profibrogénicas tales como TGF-B1 que inician y perpetdan la
activacion de las células estrelladas hepéaticas transformandolas en un fenotipo
diferente: miofibroblastos. Los cuales se contraen, proliferan y producen
colageno y otros componentes de la matriz extracelular. 343°3¢

Inicialmente la cirrosis aparece en las zonas periportales vy
pericentrales. Si la fibrogénesis se perpetla se producen puentes o septos de
fibrosis que conectan los espacios portales con las venas centro lobulillares
alterando la arquitectura hepatica y formando nédulos de regeneracién.® El
depdsito de matriz extracelular y colageno en el espacio de Disse conlleva la
formacion de pseudo-membranas localizadas en el endotelio sinusoidal, lo que
se conoce como “capilarizacion de los sinusoides”. Esto produce una barrera

adicional creada entre la luz sinusoidal y los hepatocitos que impide el
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intercambio de sustancias entre la sangre sinusoidal y las células paren-
quimatosas, siendo los hepatocitos los mas vulnerables al dafio isquémico y
nutritivo. Un proceso de angiogénesis acompafia al proceso fibrogénico
produciendo en el higado “neo-vasos” que pueden desempefar un papel en la
patogénesis de la hipertension portal. La destruccion del parénquima combi-
nada con la regeneracion e hiperplasia de células parengquimatosas, la
estrangulacion fibrética del tejido hepéatico y las alteraciones vasculares
contribuyen a la transformacién nodular del higado. 3***° La progresién de

esta patologia se ilustra en la figura 5. &2
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Figura 6: Historia natural de la enfermedad hepética cronica. La fibrosis hepatica es la
respuesta de cicatrizacion a heridas del higado para muchas causas de lesién crénica.
Polimorfismos genéticos, marcas epigenéticas y cofactores (como la obesidad y el alcohol)
pueden modular el riesgo de progresion de la fibrosis. Si la causa de la fibrosis se elimina,
puede ocurrir resolucién (reversién completa de la arquitectura hepatica a normal) de la fibrosis
hepatica temprana. Una vez establecida la cirrosis el potencial para revertir este proceso se
reduce y las complicaciones se desarrollan. El carcinoma hepatocelular estd aumentando en
incidencia mundial y es una causa importante de muerte relacionada con el higado en
pacientes con cirrosis. 8

6.3.2. Caracteristicas clinicas

Todas las formas de cirrosis pueden ser clinicamente silenciosas.
Cuando aparecen sintomas, son inespecificos; se pueden encontrar anorexia,
pérdida de peso, debilidad, y en los casos evolucionados, debilitamiento franco.

Puede aparecer una insuficiencia hepatica incipiente o franca, La hipertension
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portal es una de las complicaciones mas importantes de la cirrosis descom-
pensada e interviene en la aparicion de ascitis y hemorragia por varices
esofagogastricas. La disfuncion hepatocelular origina ictericia, trastornos de la
coagulacion e hipoalbuminemia y contribuye a la encefalopatia porto-sistémica.
1,31

A pesar de que existen tratamientos paliativos para la cirrosis, como
inhibidores de la inflamacion y la respuesta inflamatoria, antiinflamatorios
esteroideos, reductores de la actividad de células productoras de matriz
extracelular, etc, en la actualidad no existe tratamiento no quirdrgico eficaz para
revertir la cirrosis. ®

Actualmente, la Unica alternativa viable en caso de cirrosis es el
trasplante de higado el cual presenta varias limitantes al ser una cirugia de alto
riesgo, los trasplantes de este 6rgano son muy escasos, el tiempo de vida
posterior a un trasplante es limitado y su calidad de vida disminuye; el
organismo tarda de 3-6 meses posterior a la cirugia para recuperar la rutina;

actividades y dieta se encuentran limitadas y puede ocurrir rechazo al injerto.
6,28,28

6.3.3. Matriz extracelular

Los cambios del tejido conjuntivo y de la MEC son comunes a todas las
formas de la cirrosis. La matriz extracelular ocupa un pequefio porcentaje del
volumen del higado normal, sin embargo, juega un papel
desproporcionadamente importante en la funcion hepética. Tiene funciones de
sefalizacion y elementos arquitecténicos del higado, responsables de
mantener el estado diferenciado de los hepatocitos normales y las células no
parenquimatosas.*

En el higado normal, la MEC esta constituida por una variedad de tipos
de colagena y se localizan en la capsula hepatica, en los espacios portales y
alrededor de la vena central.®’

Durante la fibrosis se produce un aumento de casi 10 veces en la
expresion de proteinas de la matriz en el higado. EI cambio mas notable es la
capilarizacion de los sinusoides, en el que la matriz se dispersa de forma

atipica en el espacio de Disse, perdiéndose las fenestraciones del endotelio
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sinusoidal. Este proceso se inicia con un aumento de fibronectina en el espacio
de Disse, seguido por el aumento de los colagenos tipo I, Il y IV. Ademés, el
aumento de la ECM afecta el intercambio normal de las proteinas y los fluidos
entre la sangre y las células hepaticas. En cirrosis, la arquitectura normal del
higado se pierde con la formacién de septos fibrosos cada vez mas densos de
fibronectina y colagenos tipo I, lll, V y VI. Figura 7 ': Estas bandas de matriz
pueden quedar estabilizadas progresivamente (por ejemplo, mediante
entrecruzamiento del colageno) y resisten a agentes como a la proteasa,

impidiendo la remodelacién y la resolucion de la cirrosis.*’
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,.3; Glycoconjugates (laminin, fibronectin, glycosaminoglycans, tenascin)

Figura 7. Alteracion celular de la matriz extracelular durante la fibrosis hepética. A) El tejido
hepatico normal contiene hepatocitos y células no parenquimatosas: endotelio sinusoidal
fenestrado, células estrelladas hepéticas (HSC) y células de Kupffer (KCS). B) Tras la lesion,
las HSC se activan y secretan grandes cantidades de matriz extracelular (ECM) en el espacio
de Disse, que resulta en el engrosamiento progresivo de los septos, pérdida de fenestraciones
endoteliales y microvellosidades hepaticas, deterioro de intercambio metabdlico bidireccional
normal entre el flujo portal y venoso, y el desarrollo de hipertension portal. 8
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6.3.4. Evaluacién del dafio hepatico por fibrosis. Escala METAVIR

La biopsia hepatica en la actualidad se considera como el estandar de
oro para el diagnostico de diversas patologias que afecten al higado (hepatitis
C, fibrosis, cirrosis, etc.). Sin embargo, el valor de una biopsia depende de la
posibilidad de evaluar caracteristicas histologicas usando una clasificaciéon
reproducible estandarizada.®®%°

Con el descubrimiento del virus de la hepatitis C y su difusién por todo
el mundo, los patdlogos se enfrentaron a un creciente numero de biopsias de
higado que presentaban esta patologia. Este fenomeno puso de manifiesto la
necesidad de crear una terminologia y clasificacion histologica estandarizada
de hepatitis C. En 1996 se llevo a cabo un estudio para proponer y aprobar la
exactitud de un simple algoritmo que generaba una actividad de puntuacion
Unica basada en la fibrosis hepética. EI nombre adoptado fue: Escala
METAVIR. Para probarla, se reunieron 10 destacados patélogos de Francia y
con base en su experiencia evaluaron de manera independiente 363 muestras
histol6gicas de higado de pacientes con Hepatitis C crénica, obteniendo una
gran similitud en sus resultados. *°

Hoy en dia es una escala mundialmente utilizada por su simplicidad,
reproducibilidad y su facil aplicacién a un gran numero de muestras hepaticas.

La escala METAVIR abarca 5 estadios, que se describen a

continuacién y son ilustrados en la Figura 8. **

FO= Higado sano (ausencia de fibrosis).

F1= Fibrosis portal, sin presencia de septos.

F2 = Fibrosis portal con presencia de septos incipientes y/o pocos septos.
F3= Fibrosis portal, con presencia nodulos incompletos

F4 = Fibrosis portal, acompafiada de nédulos bien definidos *?
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Figura 8. Clasificacién de la fibrosis, de acuerdo a la escala de METAVIR: a) F1: sin presencia
de septos b) F2: poca cantidad de sepros c) F3: inicio de nddulos incipientes d) F4:presencia
de nédulos definidos.

6.4. Induccidn de fibrosis hepatica con Tetracloruro de carbono (CCl4)

El uso de muchos alcanos halogenados tales como tetracloruro de
carbono (CCl,), cloroformo (CHCI3) o yodoformo (CHI3), han sido prohibidos o
rigurosamente restringidos en actividades industriales y comerciales debido a
su toxicidad. Sin embargo, el CCl,; hoy en dia se utliza, de manera
experimental debido a que sirve como una sustancia modelo para entender los
mecanismos de accion hepatotoxicos; efectos tales como la degradacién de
grasa, fibrosis, muerte hepatocelular, y carcinogenicidad; y es un halogenado
estudiado desde hace muchos afios. El dafio inducido por CCl, depende de la
dosis y la duracién de la exposicion, abarcando una variedad de efectos
toxicos. 43
El CCl,; es metabolizado por el citocromo (CYP) 2E1, CYP2B1 o
CYP2B2, y posiblemente CYP3A, para formar el radical triclorometilo, (CCls).
Este radical puede unirse a moléculas celulares (acidos nucleicos, proteinas,
lipidos), afectando procesos importantes tales como el metabolismo de lipidos,
con el resultado potencial de acumulacion grasa (esteatosis). *

La intoxicacién con CCl, también conduce a la hipometilacion de los

componentes celulares; en el caso de RNA el resultado se cree que es la
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inhibicion de la sintesis de proteinas y en el caso de los fosfolipidos afecta el
papel que desempefian en la inhibicién de la secrecién de lipoproteinas. %’

A nivel molecular, el CCl, activa la transcripcion del TNF-a, TGF-B y la
NO sintasa inducible en la célula, procesos que parecen dirigir a la célula
principalmente hacia su destruccion (necrosis) o apoptosis*® induciendo asi una
necrosis centro lobulillar aguda que desencadena una respuesta de reparacion
de heridas (reclutamiento de células fagociticas e inflamatorias para eliminar
zonas necrgticas, activacion de la fibrogénesis y aumento de MEC,
proliferacion de células parenquimatosas y no parenquimales para reemplazar
células dafadas o crear un efecto de hipertrofia). Cuando se repite el insulto,
se producen ciclos sucesivos de cicatrizacion de heridas antes de la resolucion
anterior, dando como resultado la acumulacion de fibrosis. A nivel histolégico,
la fibrosis se desarrolla progresivamente (a partir de la primera administracion)
dando una fibrosis visible después de 2 a 4 semanas, fibrosis de puente
después de 5-7 semanas, y cirrosis de 10 a 15 semanas de administracion,
apareciendo progresivamente una fibrosis peri-celular, hipertensién portal y
ascitis. El tiempo para esas lesiones variar4 dependiendo de la especie, cepa,
dosis, ruta y frecuencia de administracién.*®?’

A dosis bajas los efectos transitorios prevalecen, como el secuestro de
Ca'?, alteraciéon de la homeostasis de los lipidos, la liberacién de citocinas
nocivas y eventos apoptoticos, seguido de la regeneracion hepética. Otros
efectos con exposiciones altas o largas, son graves y permanentes, tales como
la degeneracién de grasa, fibrosis, cirrosis, e incluso cancer. Cuando el dafio

hepatico excede la capacidad regenerativa puede darse lugar a cancer *

6.5. Regeneracion hepatica

La regeneracién hepética representa una de las formas mas
extraordinarias de respuesta al dafio tisular, siendo un proceso muy complejo y
estrictamente regulado. La rapida restauracion del volumen y de la funcion
hepatica posterior a una hepatectomia mayor al 70 %, asi como su estricta
regulacion en el inicio y final de la regeneracion, es una propiedad exclusiva de

este 6rgano.’

22



Se ha estudiado en multiples modelos experimentales; desde cultivos
celulares, a modelos “in vivo” de hepatopatia inducidos por toxicos (siendo el
CCly el principal), productos bacterianos (LPS), virus, y en modelos quirdrgicos
como la hepatectomia del 70 %, o el trasplante hepatico parcial. También se ha
estudiado en animales modificados genéticamente en los que se ha sobre-
expresado un gen (knock-in) o en animales knock out (KO) en los que se ha
inducido la delecién especifica o condicional de un gen.?>*° Otros autores han
realizado estudios transcripcionales analizando la expresion de miles de genes,
tratando de obtener un patrén representativo de la regeneracion.***"*® En la
Tabla 1° se muestran estudios analizando la expresién de genes, tratando de
obtener un patron representativo de la regeneracién evidenciando las
moléculas que juegan un papel importante durante el inicio de la regeneracion,
tal como el TNF-a esencial para iniciar el ciclo celular en las células hepéticas,
participar en diversas funciones como la inflamacién la proliferacién y el cese
de la misma mediante la participacion de TGF-#, mismo que también se
encuentra involucrado en diferentes ceses de regeneracidon donde se ve
involucrada la inflamacién y por consecuente algin dafio. ** La sobre expresion
o anulacién de un gen ha sido de gran utilidad para el entendimiento de las
funciones a del organismo para obtener resultados mas claros y concisos sobre
lo que se desea. *°

De los modelos referidos, destacan los que evaltan la restauraciéon del
volumen hepdtico, la funcién hepatica y la supervivencia de los animales. El
modelo mas utilizado es la hepatectomia del 70 % en roedores, ya que
representa el mayor estimulo de regeneracién y garantiza la respuesta

sincronica y homogénea del higado remanente sin causar la muerte al animal.
45
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Tabla 1. Modelo de regeneracion hepatica en animales modificados genéticamente®

Gen modificado

Hallazgos referidos

Fase inicial

Interleucina-6 (IL-6)
STAT3
TNF-a
Gp 130

IKK2

Complemento C3a/C5a

Farnesoid X receptor
(FXR)

Necrosis hepatica. Alteracién en la regeneracién severa. Papel IL-6
n fase GO

Reduccion sintesis de DNA. Alteraciones en la regulacion del ciclo
Estimulo para la transicion GO a G1 del ciclo

Alteracion en la RH tras la administraciéon de LPS

Delecion del inhibidor IKK2. Induce la respuesta innata y la
proliferacion de hepatocitos
Factores del complemento son cruciales en las fases iniciales de la
RH
Ratones deficientes en FXR sufren un retraso en la RH y aumento
en la mortalidad

Fase proliferacién

C-met
FosM1b
EGF
ILK inhibidora
TGF-a

HGF y receptor MET son esenciales en la entrada del ciclo tras una
HP

Sobreexpresién estimula entrada en la mitosis de hepatocitos

Aumento mortalidad tras HP. Demora en la division de hepatocitos
en ratones KO

Ratones KO aumento de la proliferacion y hepatomegalia

La sobreexpresion desarrolla hepatomegalia. Aumento de sintesis
de ADN

Fase cese y regulacion

TGF-8
TGF- R2

p53

Animales transgénicos sufren demora en proliferacion celular

Ratones KO muestran sintesis precoz de DNA

Ratones KO desarrollan alto grado de ploidia. p53 regula las tres
fases de la RH

En condiciones basales los hepatocitos permanecen en estado

"quiescente" o fase GO (G cero) del ciclo celular, pero a diferencia de otras

células, tienen la capacidad de entrar al ciclo celular de ser requerido. Este

proceso de proliferaciébn es muy rapido que se inicia en segundos y termina en

pocos dias.’

6.5.1. Métodos Experimentales que evalluan la regeneracion hepatica

Hay dos formas principales en que se lleva a cabo la regeneracion

hepética:

1) Por incremento de numero (Hiperplasia) y/o tamafio (hipertrofia) de las

células maduras preexistentes (Hepatocitos). Se ha descrito que tras

una hepatectomia del 70 % se da una “hiperplasia compensatoria”,

donde los hepatocitos duplican su tamafio celular en las primeras 24
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horas y se dividen 1,5 veces, mientras que tras una hepatectomia menor
(= 30 %), el higado remanente aumenta de tamafio celular en 1,4 veces;
sin acompaiiarse de division celular.’

2) Por activacion y proliferacion de células progenitoras del higado (LPC)
activadas mediante diversas sefiales y factores de crecimiento, lo que

lleva a la recuperacién funcional y estructural del 6rgano.***

La participacion de una, otra 0 ambas formas depende del mecanismo
de dafio hepatico. Si dicho dafio compromete la capacidad mitdtica de los
hepatocitos, la regeneracién no podra llevarse a cabo mediante hipertrofia ni
hiperplasia, y el higado recurrira a la via de las LPC ?

6.5.2. Caracteristicas de laregeneracion hepatica

Algunas caracteristicas de la regeneracion hepatica son:

- Se inicia con el reconocimiento de patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMP, por sus siglas en inglés) o de los patrones moleculares
asociados al dafio celular (DAMP, por sus siglas en inglés); generando una
activacion de la respuesta inmune innata. Observandose en la Figura 9. %4°

- Es un proceso muy rapido que se inicia en segundos y termina en pocos
dias (5,7 dias) con la restauracion del volumen hepético, y en el que
intervienen mecanismos de sefializacion autocrinos, paracrinos y
endocrinos, los genes responsables de la proliferacion celular, la
morfogénesis y la “zonalizacion” hepatica.>>

- En ella se reproducen las fases del ciclo celular, lo que ha suscitado un gran
interés en conocer la expresion génica, los mecanismos de regulacion y su
traslacion a otras situaciones, como el cancer.”® La divisi6bn celular se
observa raramente en hepatocitos en el higado normal del adulto, ya que
estas celulas estan en la fase GO del ciclo celular. Sin embargo, tras una
hepatectomia del 70 %; el 95 % de los hepatocitos pasan en 4 horas de la
fase GO a la fase G1 del ciclo celular; al término de la cual existe el punto
critico de control, llamado de restriccion (“R”), que determina si las células

se dividen de forma irreversible. 4’
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Figura 9. Representacion de la fase inicial de “purgado” de los hepatocitos, mediada por la
activacion del sistema inmune innato, por PAMP o DAMP. LPS: lipopolisacéarido. C3a, C5a:
fragmentos proteoliticos de las proteinas C3 y C5 del complemento. HMGBL1: proteinas de alta
movilidad del grupo de caja 1. TLR4: receptores tipo toll-4. IL-6: interleucina 6. TNF: factor de
necrosis tumoral. IL-6R: receptor de la IL-6. JAK: cinasa tipo Janus. GP130: glicoproteina 130
receptor de IL-6. NF-Kp: factor de transcripcion nuclear Kappa-p. STAT-3: activador de la
transcripcion y transductor de la sefial 3. TNF-R: receptores del factor de necrosis tumoral). 949

- En el higado de rata, la velocidad de sintesis de ADN de los
hepatocitos comienza a aumentar después de aproximadamente 12-16
horas, ocurriendo un incremento en la sintesis de ADN en la fase de
Sintesis a las 24 en la regién periportal (Zona 1), continuando en la region
pericentral (Zona 3) después de 36-48 h.”*****3 Sin embargo, la induccién
de la sintesis de ADN se produce mas tarde en las células no
parenquimatosas; a las 48 hrs. en células de Kupffer, mientras que las
células estelares y del epitelio biliar tienen su fase de sintesis a las 48 horas
proliferando de forma mas lenta. Las células endoteliales inician su
proliferacion a los 3 dias, expresando un pico a los 5 dias de la
hepatectomia ilustrandose en la Figura 10%. Los niveles subsiguientes de
sintesis de ADN en los hepatocitos son mas bajos, ya que la restauraciéon
completa de la masa hepatica requiere un promedio de 1.6 ciclos de

replicacion en todas las células. A diferencia en la sintesis de ADN en los
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ratones, que se produce mas tarde; 36-40 horas después de la

hepatectomia parcial, variando entre cepas.”***

Hepatocitos

BN C. o
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’ A} .
\J
o s/

—> [ T T T T T T T T
Dia | Dfa2 Dia3 Difa 4 Dia 5 Dia6 Dia7 Dia8 Dfa9 Dial0

6h 12h 18h 24h 30h 36h B Ease S

rrorr—tre— P O
=) o) B Mitosis
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Figura 10. Representacion esquematica del patrén replicativo secuencial de células epiteliales

hepatocitos, colangiocitos y mesenquimales tras una hepatectoml'a.g,7

La capacidad regenerativa del higado es enorme. Se han descrito hasta
siete hepatectomias del 50 % consecutivas en la rata, sin provocar
insuficiencia hepatica ni disminuir su potencial regenerativo.®’

La inflamacion juega un papel esencial controlando los procesos
regenerativos a través de varias citocinas y factores de crecimiento. Las
células mesenquimales, especialmente los macréfagos, una vez activadas
por los DAMP, sintetizan citocinas pro-inflamatorias como la IL-13; el TNF-
a, la IL-6, el interferon-gamma (IFN-y) y prostaglandinas con funciones
proliferativas y anti apoptéticas®*

Una de las primeras citocinas implicadas en la reparacion tisular es la IL-6,
que promueve la regeneracion hepatica después de una hepatectomia
parcial o lesion inducida por CCl,. EI TNF inhibe la muerte celular apoptotica
mediante la activacion de NF-kB. La activacion de NF-kB también inhibe la
necrosis, y aumenta la expresion de TNF e IL-6 estimulando fuertemente la
regeneracion hepatica, incluso después de una hepatectomia al 90%. Otra
citocina regenerativa importante es IL-22, un miembro de la familia IL-10, es

producida por linfocitos, especialmente por células T cooperadoras 17 (TH
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17) y células linfoides innatas (iLCs), y por ciertos subconjuntos mieloides,
pero a diferencia de la mayoria de las citocinas, no se dirige a otros
leucocitos. En su lugar, actia sobre células epiteliales y fibroblastos para
estimular la proliferacion, inhibir la muerte y retrasar la diferenciacion
terminal. La accion de IL-22 se dedica principalmente al control inmune de
la reparacion tisular.’?** En la tabla 2?° se ilustran de forma resumida las

principales citocinas en la reregeneracion®

Tabla 2: Principales citocinas inductoras de la regeneracién hepatica y sus fuentes. 23

Citocinas Fuente
TNF Linfocitos T, macréfagos y células epiteliales
IL-6 Linfocitos, células mieloides, fibroblastos y células epiteliales
IL-22 Células Ty17, iLCs y algunas células mieloides
IL-17 Células T17 yiLCs.

El HGF también destaca al tener actividad mito génica sobre los hepatocitos
y la mayor parte de las células epiteliales. Se produce en forma inactiva
como una cadena unica (pro-HGF) por fibroblastos, células mesenquimales,
células endoteliales y células del higado (excepto parénquima) y se
almacena como forma precursora pro-HGF en la matriz extracelular (MEC).
Se activa por serin proteasas liberadas en los tejidos dafiados y su receptor
es c-MET que se encuentra en los hepatocitos

Tras una lesion hepatica aguda se produce un aumento brusco de 10 a 20
veces del HGF plasmaético; Dicha elevacion se debe a la liberacion del HGF
almacenado en la MEC a la sintesis de HGF por los macrofagos
estimulados por la IL-6 y TNF-a.

El factor de crecimiento transformante beta 1, (TGF-B1) es una proteina
relacionada con el desarrollo y la cicatrizacion hepética. Es una proteina
que lleva a cabo diversas funciones en la célula, como el control
del crecimiento, proliferacion, procesos de diferenciacion y apoptosis. Se
regula positivamente durante la regeneracion hepatica en respuesta a la
sefalizacion de HGF y factor de crecimiento epidérmico (EGF) Este
aumento de TGF-B es contrarrestado por una disminucién en los receptores
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de TGF-B en los hepatocitos durante las primeras 48 horas después de la
hepatectomia parcial, permitiendo una rapida proliferacion. Tiene un papel
en la formacion de la matriz extracelular y en las redes sinusoidales en el
proceso de regeneracion y al restablecerse la matriz extracelular posterior a
un dafo, se une a HGF, inhibiendo la proliferacion celular e induciendo el
cese de la regeneraciéon (en la rata a los 5-7 dias, y tres semanas en el
cerdo). >*

En la actualidad, existen diversas teorias sobre el tipo y localizacion de
células involucradas en la regeneracién hepatica mostradas en la Figura 10.%°

Los Hepatocitos hibridos (HybHP). Se denominan de esta forma por
presentar una baja expresion del gen Sox 9 y cantidades normales del Factor
nuclear de hepatocitos (HNF4). EI gen SOX9 proporciona instrucciones para
hacer una proteina que desempefia un papel critico durante el desarrollo
embrionario. Esta proteina se une a regiones especificas del ADN y regula la
actividad de otros genes. Sobre la base de esta accion, la proteina SOX9 se
conoce como un factor de transcripcion.*®

Los hepatocitos HybHP son una subpoblacion de hepatocitos
periportales que estan presentes en el higado sano y que experimentan una
proliferacion extensa y reponen la masa hepética posterior a lesiones cronicas
gue agotan los hepatocitos debido a que expresan genes metabolizadores de
drogas; propiedad que los protege de una lesion téxica y reduce la probabilidad
que den lugar a cancer, a pesar de su alto potencial proliferativo. Los HybHP
aislados han mostrado una capacidad Unica para restaurar la funcion hepética
tras ser trasplantadas en un higado enfermo, lo que subraya su potencial
terapéutico.>”®

En multiples estudios se ha demostrado que Las células ovales actuan
como progenitoras facultativas y se diferencian en hepatocitos y células biliares
durante el proceso de la regeneracién hepatica, dependiendo del tipo de la
lesién ocurrida. >"°8

Los hepatocitos que expresan el gen Lgr5 (repeticiones ricas en leucina
contenidas en la proteina G, acopladas al receptor 5) ayudan a marcar la
division activa de células madre en tejidos auto-renovables conducidos por

sefiales Wnt°"°8
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Y por ultimo los propios hepatocitos los cuales se encuentran en fase
GO en circunstancias normales y entran a ciclo celular posterior a un dafio
(como se ha mencionado anteriormente). Apreciando todas estas células en la

1. 57,58
a & hepatocyte
s d ¥ b Cl PV oval cells
(<
BD

Figura 1

oV ol gt bt N S Lagr5* cell
s s
e O Sox9*/HNF4«* cell
HybHP

Figura 11. Propuesta de células involucradas en la regeneracion hepética durante lesiones
hepéaticas. a) La regeneracién del higado podria lograrse mediante la proliferacion de
hepatocitos terminalmente diferenciados. b) Las células ovales pueden participar en la
regeneracion hepética durante lesiones hepéticas. c) las células Lgr5-positivas contribuyen a la
restauracion de la masa hepatica, aunque en un porcentaje bajo. d) las células hepéticas
positivas al Sox9 emergen después de una lesion hepatica y generan nuevos hepatocitos. e)
las células HybHP Sox9-low contribuyen a la restauracion de la masa hepatica en lesiones
hepéticas crénicas. Estos datos se a!austan a un modelo de multiples niveles de células
progenitoras en higados lesionados. >"2% Abreviaturas: CV) vena central; PV) vena porta; BD)
conducto biliar. °"®

La regeneracion termina con la restauracion de la masa hepatica inicial
necesaria para realizar las funciones hepaticas. La regulacién estricta de dicho
indice es una de las propiedades mas destacables ya que representa un
control estricto del cese del ciclo celular y una remodelacion del tejido
neoformado,®

El cese de la regeneracibn se ha relacionado con citocinas
antiinflamatorias, pro-apoptoéticas y con factores “hepatostaticos” como la IL-10

y especialmente el TGF-B."*%®

6.5.3 PCNA

La evaluacién experimental de la proliferacién celular en tejidos de
animales es esencial para estudios de toxicologia, carcinogénesis y también
para evaluar la eficacia de farmacos citotoxicos. Por muchos afos, el método

mas comun para identificar las células proliferantes en secciones de tejido ha
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sido la deteccion inmunohistoquimica de PCNA también llamada ciclina,
inicialmente descrito por Miyachi y col. en 1978. ° cuantificandose en lineas
celulares y en esplenocitos de ratén in vitro, inducidos a proliferar con
mitégenos. ®* Ha sido ampliamente utilizado para la investigacion basica y
como herramienta pronostica en la patologia quirtrgica.®®*

El antigeno nuclear de células en proliferacion (PCNA) es una proteina
sintetizada a nivel nuclear y que expresa picos en la fase G1 temprana y en la
fase S del ciclo celular, mientras que para la fase G2 y M disminuye. Esta
proteina se localiza en el nacleo y favorece la sintesis de ADN, ya que es un
cofactor de la ADN polimerasa delta. Cuando existen dafios en el ADN, la
proteina PCNA se reubica y participa en la via de reparaciéon del ADN
dependiente de RADS. °

El antigeno nuclear de células proliferativas (PCNA) tiene un papel
central en la promocién de la replicacion del ADN, proporciona una plataforma
molecular que facilita interacciones proteina-proteina y proteina-ADN que se
producen en la bifurcacion de replicacion. Numerosas proteinas asociadas a
PCNA compiten por la unién a una superficie comun en PCNA; por lo tanto,
estas interacciones necesitan ser estrictamente reguladas y coordinadas para
asegurar la correcta replicacion e integridad. Este marco regulador permite a
las células mantener un equilibrio fino entre la fidelidad de replicacion y la

progresividad en respuesta al dafio del ADN. ®°*
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7. Tipo y disefio del estudio

Este trabajo es de tipo experimental, prospectivo, ya que se intervino
con una maniobra controlada, y se observaron sus efectos y resultados en el
tiempo siguiente.

7.1. Criterios de inclusion

Ratas Wistar jovenes sanas, de 8-10 semanas de edad y de entre 250
y 300g de peso.

7.2. Criterios de exclusion

Ratas de diferente cepa a la Wistar, ratas mayores o menores a 10
semanas de edad, procedencia desconocida (bioterio ajeno al usado
habitualmente).

7.3. Criterios de eliminacién

Manifestaciones clinicas de enfermedad e infecciones.
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8. Metodologia

Pesar, marcar v
distribuir 24 ratas en

3 lotes
| l
Sanas (n=8) Fibroticas Cirrdticas
(n=8) (n=8)

Admimstrar i.p. CCLgal 33%, 2
veces por semana (Ma-V)
durante:

& semanas 20 semanas

——— Realizar 8 Hpx |———=

12 hrs. Post. 24 hrs. Post.
| |
Sacrificar 4 ratas Sacrificar 4 ratas
| |
13 PES 13 FES
2) formol 2) formol
3} parafina 3} parafina
1 1
Phas de IHQ v HQ Pbas de THQ vy HQ

Figura 13. Metodologia resumida

8.1. Materiales

Para el desarrollo experimental de este trabajo se emplearon los
materiales mostrados en la Tabla 3, siguiendo cuidadosamente las indicaciones

y sugerencias de uso de los fabricantes.
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Tabla 3. Materiales utilizados en el desarrollo experimental

Materiales Materiales de .. .
R -, Tinciones Anticuerpo
quirurgicos recoleccion
Xilazina - .
. Hematoxilina Eosina
Ketamina PBS (H.E.)
Aguj F | o
gujas ormp PCNA
Suturas de nylon Parafina L
Suturas de seda Agua Destilada Tmom'i’? Rjﬂe)Masson
Ketoprofeno o

8.2. Induccidn de la cirrosis hepética

Se administré a cada rata, por via intra-peritoneal, una dosis 1:1 en
relacion a su peso de CCl, al 33% disuelto en aceite de oliva, este actia como
vehiculo, a una concentracién de 0.25 pM. Este suministro se realizd en los
grupos de ratas seleccionados como fibréticos y cirréticos, por 8 y 20 semanas,
respectivamente. Cada semana la dosis se ajust6 conforme la ganancia de
peso.

Ejemplo: Si la rata pes6 320 [g] se le administraron 320 puL de CCL4 al
33% en aceite de oliva.

8.3. Hepatectomias Parciales (Hpx)

Para la realizacion de las hepatectomias parciales se usé como base el
modelo propuesto por Anderson y Higgins en 1931. Es decir, se indujeron los
diferentes estadios de la enfermedad, de la forma descrita en el punto previo.
Al llegar a la semana establecida de induccién, las ratas se someten a cirugia,
la cual se realizdé conforme al siguiente procedimiento:

o Se anestesio la rata con 0.8 ml de Xilazina/Ketamina 1:1.

o Una vez alcanzado el plano quirdrgico de anestesia, se coloco a la
rata en posicion decubito dorsal y sujetando sus extremidades con
hilo a una tabla de cirugia.

o Se rasur0 la piel de la pared abdominal, embrocando con
yodopividona la parte rasurada. Se preparé un campo operatorio

o Se le realizé una incision de aproximadamente 3 cm paralela a la
linea media, cerca de 1 cm a la derecha, bajo el borde costal de. Se

realizé diseccion por planos para acceder a la cavidad abdominal.
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o Una vez visualizado - el higado, se protruyé presionando con
delicadeza la pared abdominal de la rata con los dedos hasta
exponerlo.

o Utilizando sutura de seda calibre 2-0, se realizé una ligadura al I6bulo
medial izquierdo (LML) (porcién izquierda del I6bulo medial), evitando
ligar el medial derecho (RML) por su fécil accesibilidad quirargica,
para una evaluacion de la regeneracion mas optima al estar anexada
al RML y su tamafio de gran representacion de masa.

o Se cortd la parte externa del I6bulo a 1 cm de distancia del nudo
realizado en el punto anterior.

o Con una sutura de Acido Poliglicélico calibre 3-0 se procede a suturar
la capa muscular, por medio de puntos de sutura tipo Sarnoff
continuos.

o Con sutura de Nylon calibre 3-0 se realiza sutura con puntos
separados en la piel.

o Se administran 100 pl via peritoneal de Ketoprofeno (Analgésico),
para una mejor recuperacion de la rata.

o Finalmente, se coloca a la rata en una caja de bioterio individual con
aserrin y una lampara como fuente de calor para favorecer la
recuperacion.

o Todos los cortes se realizaron al I6bulo LML, obteniendo un promedio
del 18-20 % del total del higado

o La rata se mantuvo en observacion constante posterior a la cirugia

o El I6bulo cortado se lava en un buffer de fosfato salino (PBS) y se

recolecta en formol al 3.8%.

La razon por la cual se usa seda, a pesar de no ser muy recomendable
debido a su mala absorcién para la ligadura del higado a retirar es que permite
una mayor traccién y por lo tanto mas seguridad en su funciéon hemostética.

Ejemplificando los pasos anteriores, se muestra la Figura 12.
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Regidn sin Regidén con Regién

manipular mufdn cortada

Figura 12. Visualizacién quirargica del higado A) vista del higado completo haciendo énfasis en
la porcién derecha del I6bulo medial B) Porcion izquierda del 16bulo medial que se corté en
todas las ratas C) Ejemplo de la forma en que se realiz6 la maniobra, dejando 1 cm. entre la
ligadura y el corte aprox.

8.4. Sacrificios

Al tener 8 ratas por grupo, se sacrificaron 4 de ellas a las 12 hrs. y
otras 4 a las 24 hrs, posterior a la hepatectomia con 1 a 3 ml de Pentobarbital
Sadico en funcion del peso.

- Una vez que el animal cae en paro respiratorio, se cortan las suturas, se
accede a la cavidad abdominal y se extrae el higado

- Los higados obtenidos se enjuagaron en PBS y almacenaron en Formol al
3.8% por 48 hrs

- Se depositdé una porciéon del higado colectado en parafina y se realizaron
cortes para tinciones de Hematoxilina Eosina (H.E) y Tricbmica de Masson
(T.M)) y cortes en blanco de cada muestra de higado para
Inmunohistoquimica

En la Figura 13 se resume la metodologia de induccion de fibrosis.
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Los grupos fueron separados en cajas de acrilico para bioterio,
asegurando asi que reciban las mismas condiciones de alimentacion y
sobrevivencia. °*** Los animales permanecieron controlados y monitoreados en
el bioterio de la Unidad de Medicina Experimental (UME), del Hospital General
de México tratando de reducir al minimo las variables que pudieran interceder

en el trabajo.

8.5. Evaluacion de la progresion de la fibrosis

Se realizaron cortes histologicos de las muestras, se tifieron con T.M. y
se evaluaron por un experto, con base en la escala METAVIR. En la Tabla 4 se
muestra el proceso de agrupacién de las muestras una vez realizada la
evaluacion, de manera que aquellas muestras cualificadas como FO y F1 se

asignaron en el grupo “sano”, F2 y F3 en “fibrosis” y F4 en “cirrosis”.

Tabla 4. Clasificacion de grupos de trabajo segln escala Metavir

Evaluacién segun escala Grupo asignado
METAVIR
FO Sano
F1 Sano
F2 Fibrosis
F3 Fibrosis
F4 Cirrosis

8.6. Inmunohistoquimica

Los cortes en blanco (solamente parafinizados) se utilizaron para
probar el PCNA en los 3 grupos. Siguiendo la metodologia descrita a

continuacion.

8.6.1. Desparafinacion:

- Las laminillas a utilizar se calientan en horno a 60 C° durante 45 minutos.
- Se pasan a un vaso Koplin, y se les hacen 2 lavados con Xilol de 25 min.

cada uno con agitacion constante.
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- Se realizan 4 enjuagues con agua de la llave con agitacion constante.

- Por dltimo, se hacen 3 lavados con agua destilada con agitacion constante.

8.6.2. Protocolo de tincidn

- Se prepara una camara obscura para colocar los portaobjetos con el tejido y
agregarle los reactivos.

- Se agrega la solucion de blogueo y se incuba por 10 minutos.

- Sedrena la solucion

- Se agrega el Anticuerpo Primario de Anti-PCNA de raton Biotinilado y se
incuba por 50-60 minutos en camara humeda.

- Se enjuaga con PBS (2 minutos, 3 veces)

- Se agrega Streptavidina — Peroxidasa y se incuba por 10 minutos

- Se enjuaga con PBS (2 minutos, 3 veces)

- Se agrega el Cromogeno DAB protegiéndolo de la luz y se incuba por 2-5
minutos

- Se agrega Hematoxilina y se incuba por 1-2 minutos.

- Se lava el portaobjetos en agua corriente.

- Se ponen los porta objetos en PBS hasta que en los cortes aparezca el azul
(aproximadamente 40-60 segundos)

- Se enjuaga en agua destilada.

- Se rehidratan los porta objetos en una serie de alcoholes graduales

- Se agregan 2 gotas de medio de montaje HISTOMUNT® y se coloca un

cubreobjetos.

8.7. Microfotografia 6ptica

Todas las laminillas fueron observadas en un microscopio 6ptico
invertido Nikon Eclipse TE2000E ®. Las imagenes fueron procesadas
digitalmente con el paquete NIS-Elements F Version 2.2 ®. Evaluadas con el
programa Image J1.50i de National Institutes of Health 2015 para determinar la
cantidad de fibrosis en cada imagen.
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8.8. Definicion de variables

Las variables utilizadas para este estudio, su descripcion y el tipo de

analisis estadistico aplicado en cada una de ellas se resumen en la Tabla 5.

Tabla 5. Definicién de las variables definidas en el estudio.

Variable Tino Definicion Unidad de Andlisis
P Operacional medida estadistico
Fibrosis en el tejido Cualitativa Escala
hepati J Ordinal METAVIR METAVIR Descriptivo
epético .
Dependiente 0-4
e Cuantitativa "
Cua_ntlﬂcamon de Continua Area de la imagen Area en ANOVA
matriz extracelular . porcentaje
Dependiente
Cuantificacion de Cgi?]tt'itr?slga Determinacion de Area en T de student
PCNA . area de la imagen porcentaje ANOVA
Dependiente

8.9. Andlisis Estadistico

Se utilizé el paquete estadistico SPSS, version 21 IBM Corporation
2012 ® y la hoja de célculo electronica Microsoft Excel 2007.

Para la determinacion de fibrosis en el tejido hepatico, la variable
asociada “METAVIR” es de tipo cualitativa, por lo que se realizé Unicamente un
andlisis descriptivo.

Las variables contrastadas entre grupos para la cuantificacion de matriz
extracelular y cuantificacién de PCNA, “Porcentaje de fibrosis” y “Area Total”,
respectivamente, son de naturaleza cuantitativa continua. Para el analisis de
ambas variables se usaron dos sub-agrupaciones, en la primera de ellas se
define como factor de agrupacion el estado de salud de cada individuo, que
clasifica en tres grupos de trabajo: sanos, enfermos y cirréticos (Tabla 4); en la
segunda se utiliza el tiempo posterior a la hepatectomia que clasifica en dos
grupos: 12 y 24 horas. Para probar que estos datos siguieran una distribucion
normal se usé la prueba de Kolmogorov Smirnov (KS) en cada sub-agrupacién
propuesta. Para realizar una comparacion entre grupos, se recurrié a la prueba
t de Student o ANOVA, como el caso lo requiriera. Posteriormente se uso el
estadistico de Levane para averiguar si existe homogeneidad de varianza entre

los grupos y determinar el post-hoc adecuado.
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Se utilizé el programa GradhPad PRISM Version 7.02, Gradh Pad
Sotmer.INc 2016 ®.

9. Resultados

El primer objetivo fue inducir los diferentes grados de fibrosis en ratas
(sanas, intermedias y cirréticas) con CCl, conforme a los pasos descritos en el
epigrafe 8.2. Una vez concluido el tiempo de induccion para cada grupo (8 y 20
semanas), se encontrd que el grupo de ratas sanas (sin tratamiento alguno) no
mostraron alteracion fisica aparente ni cambios en su conducta; las ratas del
grupo intermedio mostraron un comportamiento letargico y una leve pérdida de
brillo en su pelaje, mientras que el grupo de ratas cirréticas mostraron una
pérdida de peso en comparacién con las sanas, pelo erizado y sin brillo, estas
son caracteristicas tipicas de anomalias en el estado de salud de la especie

Los higados macroscépicamente mostraron diferencias mas evidentes
entre grupos al realizar las cirugias y sacrificios, como se observa en la figura
14. La figura 14A corresponde a un higado sano con superficie lisa, sin
lesiones aparentes y de color rojo brillante, la figura 14B muestra un higado del
grupo fibrético donde se aprecia una textura mas rugosa, cambio de coloracién
a café y pérdida de brillo, y finalmente en la figura 14C el higado,
correspondiente al grupo cirrético, se visualiza con una textura totalmente
rugosa, presencia de adherencias y una apariencia mas opaca comparada con
el higado del grupo sano, y un color café mas claro respecto al grupo

intermedio.

Figura 14: Higados expuestos previos a la Hepatectomia parcial. A) Rata del grupo sano B)
Higado Fibrotico C) Higado cirrético
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El segundo objetivo fue realizar las hepatectomias parciales en los
diferentes grupos de fibrosis posterior al tiempo de induccion con CCl, IP
establecido para cada grupo; las ratas se sometieron a la cirugia conforme al
procedimiento descrito en la metodologia del epigrafe 8.3. Al término de las
inducciones y posterior a las hepatectomias el nimero de ratas se altero, las
agrupaciones se resumen en la Tabla 6. La reduccion en el numero de
roedores conforme a la progresion de la enfermedad se justifica debido a las

complicaciones propias de la fibrosis.

Tabla 6. Comparacion de cantidad de animales al inicio y posterior a las inducciones de CCL4 y
Hepatectomias parciales

Grupo Sano Grupo Fibrético | Grupo Cirrético

No. Inicial de

roedores 8 8 8
No. De.roedores 8 6 5
final

Para el resto de los objetivos al término de las Hpx., la mitad de las
ratas de cada grupo se sacrifico a las 12 hrs., y el resto a las 24 hrs. Los
higados obtenidos se incluyeron en parafina y se obtuvieron un total de 3
laminillas por individuo, de ellas una se tifi6 con H.E. para visualizar su
morfologia y otra con T.M. para para evaluar los cambios histopatol6gicos
destacando a la fibrosis tisular (MEC). Las laminillas restantes se mantuvieron
en blanco (parafinizadas) para realizar pruebas Inmunohistoquimicas.

Cada laminilla se dividi6 en dos zonas para trabajo: Zona Control
proveniente del mismo I6bulo, pero sin haber sido manipulada y Zona
Experimental correspondiente a donde se realizd el corte para visualizar la

regeneracion. Esto se ilustra en la Figura 15.

. O OO0 O0QO
Lobulillos 4'6'C>DC> 00 0000 Zona de
hepaticos 0 OT 555180 corte
Zona control Zona Exo.

Figura 15: Esquema de zonas del mismo Iébulo.
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La tincion T.M. utilizada en las fotos de la zona control, se utilizé para
corroborar la clasificacion de los grupos experimentales de los individuos
(Sano, enfermo y cirrético) con su clasificacion de salud, basadas en la escala
Metavir, como se indica en el epigrafe 8.5. El total de datos es visualizado en la

Tabla 7. En la cual la frecuencia corresponde al nimero de fotos analizadas.

Tabla 7. Resultados de imagenes analizadas en el estudio clasificadas en base a la escala

Metavir
Frecuencia Porcentaje (%)
Validos FO 4 7.8
F1 14 27.5
F2 5 9.8
F3 12 23.5
F4 16 31.4

A pesar de trabajar en un ambiente controlado y monitorear
constantemente las variables que pudieron afectar en la progresion de fibrosis,
se puede observar, en la Figura 16, que las evaluaciones obtenidas de la
patologia en la escala Metavir hechas por un observador experto presentan
diferencias con sus respectivas predominancias, siendo los grupos con mayor
cantidad de datos el F4, seguido del F1, F3 y finalmente F2 y FO. Cuando era
de esperarse que solo se observaran 4 barras (correspondientes a F1, F2-F3 y
F4 con una frecuencia de tamafio similar) por el tiempo y ambiente controlado

de induccion de la enfermedad.
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Figura 16. Total de datos analizados mediante la escala Metavir sin hacer distincién en el
Grupo experimental al que pertenecen.

En la Figura 17 se observa que en el grupo Sano, la mayoria de las
evaluaciones se encuentra en F1, en el grupo Enfermo en F3 mientras que
para el grupo Cirrético se observa una predominancia de casos en F4

Para el grupo cirrético, se contabilizaron 15 casos. La moda de este
grupo se encontro en el estadio esperado, es decir, en F4 con un total de 13
casos, lo que representa el 86.7%. A pesar de que se encontraron
evaluaciones en F3, representan una minima aparicion del 13.3%

En el grupo enfermos se contabilizaron 18 datos, con una moda en F3.
De estos datos, 5 se evaluaron como F2 y 10 como F3, dando un total de
83.4% de observaciones en uno de los dos estados esperados para este grupo.
Solamente 3 evaluaciones correspondieron a F4, lo que representa el 16.6%
del total del grupo.

Finalmente, para el grupo Sano se contabilizaron 18 datos de los
cuales 4 se evaluaron en FO y 14 en F1, es decir, el 100% de las

observaciones se diagnosticaron en las fases esperadas para este grupo.
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Figura 17. Resultados de los datos basados en la escala Metavir, agrupados de acuerdo a los
estados de salud (Sanos, enfermos y cirréticos).

En general se puede observar que, a pesar de existir un ambiente
controlado y una metodologia estandarizada para la induccion usando CCl4, el
propio metabolismo, genética y la naturaleza de la enfermedad genera un cierto
grado de dispersion en el progreso de la fibrosis. Por otro lado, el método de
evolucién estandar tiene un cierto grado de subjetividad dado que se evalian
parametros cualitativos en una escala discreta de tan solo cinco fases de la
enfermedad. Todo esto representa complicaciones y limitantes en la labor de
encontrar parametros para el diagnostico efectivo y evaluacibn de esta
patologia.

La tincion en H.E en la zona control, revelé en el grupo sano una
arquitectura celular normal: hepatocitos poliédricos bien delimitados, de 30 pum
en su mayoria, con 1 o 2 nucleos, dispuestos en cordones alrededor de venas
centrales, triadas portales y sinusoides sin alteraciones morfolégicas. Los
higados del grupo intermedio mostraron hepatocitos con citoplasma de un
tamafio mayor al normal, sinusoides con un diametro levemente mayor al
normal y parénquima un poco irregular al tener una distribucion de los cordones

de hepatocitos con una distribucion irregular. Los higados del grupo cirrético
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mostraron dafio celular en los hepatocitos al tener una forma irregular
comprada con la normal (pérdida de su morfologia habitual); un citoplasma
grande y con presencia de esteatosis micro-vesicular, fibras ajenas a la
arquitectura normal hepatica, sinusoides de diametro mucho mayor y presencia
de vacuolas de grasa (esteatosis) observandose en la Figura 18 y 19. En todos
los grupos la hora del sacrificio posterior a la Hpx. no influyé en los de

resultados en las zonas controles.

A) Grupo sano B) Grupo intermedio

Figura 18: Muestras histol6gicas a 10x de los 3 grupos sacrificados a las 12 hrs posterior a la
Hpx, tefiidas con H.E. Visualizando la zona control. Mostrando un deterioro en la arquitectura
del tejido conforme progresa la enfermedad
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A) Grupo sano B) Grupo intermedio

E

Figura 19: Muestras histolégicas a 10x de los 3 grupos sacrificados a las 24 hrs posterior a la
Hpx, tefiidas con H.E. Visualizando la zona control. Mostrando un deterioro en la arquitectura
del tejido conforme progresa la enfermedad

La tincion T.M. ilustrdndose en las Figura 20 y 21 mostré6 en los
higados del grupo sano una escasa presencia de fibras de colagena en
general, y una minima presencia en zonas pericentrales y periportales de
caracter normal por la colagena que forma parte de la composicion de las
paredes que recubren los vasos sanguineos. En el grupo intermedio se
evidencié fibrosis de tipo periportal, y en algunos casos septos delgados de
menor tamafo; mientras que los higados del grupo cirrético manifestaron una

gran cantidad de septos fibrosos de gran grosor y tamarfio; también en algunas
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laminillas se observo presencia de vacuolas de grasa dispuesta en forma de

“septos”. Lo que podria sugerir que en algunos casos la esteatosis puede ser

antecesora de la cirrosis. En todos los grupos la hora del sacrificio posterior a la

Hpx no influye en este tipo de resultados en las zonas controles.

A) Grupo sano

Arquitectura normal

B) Grupo intermedio

Fibrosis

Figura 20: Muestras histolégicas a 4x de los 3 grupos sacrificados a las 12 hrs posteriores a la
Hpx, tefiidas con T.M. Visualizando la zona control.

Estos resultados se corroboraron mediante un estudio de morfometria

utilizando el programa Image J ®. Se determinaron los porcentajes de matriz

extracelular entre cada grupo, y se compararon entre grupos mediante una la
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prueba estadistica de KS, descrita en el epigrafe 8.9, resultando que el grupo

de 12 y 24 horas tienen una distribucibn normal (p=0.377 y p=0.566)

respectivamente, por lo que se procede a realizar una prueba ANOVA.

A) Grupo sano

B) Grupo intermedio

F

C) Grupo cirrético

Figura 21: Muestras histologicas a 4x de los 3 grupos sacrificados a las 24 hrs posteriores a la
Hpx, tefiidas con T.M. Visualizando la zona control.

Los resultados del ANOVA indican que las medias de los grupos son

estadisticamente diferentes en todos los casos. Usando el estadistico de

Levene (p<0.05) se determind que la varianza de los grupos no es homogénea

por lo que se usO la prueba post-hoc T3 de Dunett, resultando que existen
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diferencias estadisticas entre todos los subgrupos con una p<<0.01, esto es,
existe una diferencia estadistica entre el porcentaje de fibrosis para los grupos
sanos, enfermos vy cirréticos

Esto se ilustra con el diagrama de caja y bigote de la figura 22 donde
se observa una diferencia entre grupos por hora de sacrificio dado que la media
de uno no esta contenida en el otro. Mismos resultados se pueden ver en la
Figura 23, agrupados por individuo sin hacer distincion alguna de la hora de la
hepatectomia. En ella se observa una diferencia significativamente diferente en
la cantidad de MEC entre cada grupo obtenido, siendo el grupo cirrético con

mayor cantidad de MEC.

TiempoHepa: 12 14 TiempoHepa: 24

14

104

PorcentajeFib
©
1

Porcentaje de Fibrosis

T T T 0 T T T
Sano Enfermo Cirrético Sano Enfermo Cirrético

Salud Salud
Figura 22. Diagrama de caja y bigote para % de fibrosis en individuos sanos, enfermos y
cirréticos. (a) Hepatectomia a las 12 horas. (b) Hepatectomia a las 24 horas
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Figura 23: Comparacion del porcentaje de Fibrosis entre los grupos de trabajo

Para comparar la regeneracion en cada etapa de fibrosis, se uso la
tincion T.M para contrastar al tejido regenerado posterior a las hepatectomias.
En la figura 24 y 25 en los 3 grupos se aprecia una pequeiia franja de tejido de
diferente tonalidad al extremo de cada imagen; correspondiente a la zona
donde se realizé el corte; en el grupo sano se aprecia que no contiene sefiales
de fibras de colagena o dafio celular; el grupo fibrético muestra poca cantidad
de fibras de colagena, mientras que en el grupo cirrético se aprecia una gran
cantidad de fibras de colagena correspondientes a la MEC.

La Zona Experimental, vista con tincion de H.E. se observa un
incremento de células de apariencia nuclear y perdida de la morfologia de los

hepatocitos comparada con sus zonas controles respectivamente.
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A) Grupo sano B) Grupo intermedio

Figura 24: Muestras histolégicas a 4x de los 3 grupos tefiidas con T.M. a las 12hrs. de la Hpx.
Visualizando la zona de Regeneracion
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A) Grupo sano B) Grupo intermedio

e G e

Zona regenerada

A) Grupo|cirrético

Figura 25: Muestras histoldgicas a 4x de los 3 grupos tefiidas con T.M. a las 24 hrs. de la Hpx
con enfoque en la zona de Regeneracion

Para evaluar y comparar la proliferacion celular en cada etapa de la
enfermedad hepatica se tenia pensando evaluar PCNA. Al comparar la
inmunohistoquimica de los controles negativo y positivo, los ndcleos de los
hepatocitos mostraron diferencias evidentes; en los hepatocitos de los higados
cirréticos se nota una mayor coloracién de sus nucleos haciendo referencia a
un predominio del PCNA a diferencia de los hepatocitos pertenecientes a los
higados de las ratas sanas, cuyos nucleos muestran una tonalidad azul tenue.
llustrandose en las Figura 26 y 27.
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Figura 26: Control negativo de pruebas para el anticuerpo PCNA. Muestras histolégicas a 20x y
40x de ratas pertenecientes al grupo sano

El tejido correspondiente al control negativo es una muestra de higado
sano evaluado en la zona control mientras que el control positivo es una
muestra de higado de rata del grupo cirrético evaluada de la zona control

obtenidas posterior a la hepatectomia.
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Figura 27: Control positivo de pruebas para el anticuerpo PCNA. Muestras histolégicas a 20x y
40x de ratas pertenecientes al grupo cirrético posterior a la Hpx con enfoque en la zona
Control

Para analizar la consecuencia de la hepatectomia en la zona control,
se realiz6 un analisis de las imagenes tomadas en esa zona a las 12 y 24 hrs.
Para esto se utiliz6 como en el caso de la fibrosis, el programa Image J ®
haciendo uso de las herramientas de filtrado por color, forma y calcul6 del &rea.
Dado que en las imagenes los hepatocitos tienen los contornos poco definidos
como se puede ver las Figura 28 y 29 inclusive con un acercamiento mayor su
definicién respecto a los contornos de los hepatocitos no es clara donde se
muestra la imagen original, el filtrado por color y la seleccién de contornos. Es
de notar que las zonas seleccionadas por el programa corresponden a los
ndcleos de los hepatocitos, debido a que tienen una mayor definicion en sus
contornos.
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Figura 28: Muestras histologicas a 4x del grupo sano tefiidas con H.E. a las 12 hrs. de la Hpx con
enfoque en la zona Control
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Figura 29: Muestras histologicas a 4x del grupo sano tefiidas con H.E. a las 24 hrs. de la Hpx con

enfoque en la zona Control

La prueba KS indica que los resultados del grupo de 12 y 24 horas
tienen una distribucion normal (p=0.244 y p=0.465 respectivamente), por lo que
se procede a realizar una prueba ANOVA para cada grupo usando como factor
de agrupacion la variable Salud.

Los resultados del ANOVA (p< 0.05) muestran que las medias de los
grupos son estadisticamente diferentes en ambos casos. Usando el estadistico
de Levene (p<0.05) se determind que la varianza de los grupos no es
homogénea por lo que se uso la prueba post-hoc T3 de Dunett, resultando que
existen diferencias estadisticas entre todos los subgrupos con una p<<0.01,
esto es, existe una diferencia entre el area total de los nucleos de los
hepatocitos para individuos Sanos, Enfermos y Cirréticos, tanto en el caso de la
hepatectomia realizada a las 12 horas como para la de 24 horas. Esto se
muestra en el diagrama de caja y bigote de la Figura 30 a) y b) en ella es claro
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observar una diferencia entre grupos dado que la media de uno no esta
contenida en el otro.
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Figura 30. Diagrama de caja y bigote para el area total de los hepatocitos en individuos sanos
enfermos y cirréticos. (a) Hepatectomia a las 12 horas. (b) Hepatectomia a las 24 horas

Posteriormente para averiguar si habia diferencias a las 12 o 24 hrs.
entre el area total de los nucleos y si la prueba pertinente a usar era una T-
Student, se corrié una prueba KS obteniendo resultados que indicaron que los
grupos tienen wuna distribucién normal (p=0.859, p=0.215 y p=0.931
respectivamente), corroborando que se puede utilizar una prueba de
comparacion de medias.

En la prueba T-Student se observa que no existen diferencias
estadisticas entre los resultados obtenidos a las 12 y 24 horas de la
hepatectomia, esto para todos los grupos: sanos (p=0.095), enfermos
(p=0.277) y cirréticos (p=0.332). Esto indica que no hay diferencia en la
hipertrofia de los hepatocitos en funcion al tiempo de hepatectomia para 12 y
24 horas, independiente del estado de salud del individuo. Esto se confirma por
medio del diagrama de caja y bigote de la Figura 31 donde se muestra poca
diferencia en las cajas correspondientes a cada tiempo de hepatectomia en los
tres grupos de salud.
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Figura 31: Diagrama de caja y bigote para el para el area total de los hepatocitos (Anep) €n los 3
grupos para los individuos a las 12 y 24 hrs.

10. Analisis de Resultados

La toxicidad inducida por CCl; y sus mecanismos han sido
ampliamente investigados en roedores, donde la dosis, la duracion de la
exposicion, y/o momento de la observacion, determinan los resultados que se
desean. En el presente estudio se generd la fibrosis y cirrosis hepatica deseada
a las 8 y 20 semanas de dosis evidenciada por el aumento de la matriz
extracelular en el parénquima hepatico y dafio en su arquitectura normal como
se observa en las Figuras 19 y 20 evidenciando un aumento en las fibras de
colagena conforme progresa el tiempo del insulto, hasta llegar a la formacion
de septos de fibrosis bien delimitados sin importar la hora de sacrificio posterior
a la hepatectomia, lo cual ocurre como se dijo anteriormente por cambios
importantes en el metabolismo de lipidos y en activacion de la transcripcion del
TNF-a, TGF-B y la NO sintasa inducible en la célula, procesos que parecen

dirigir a la célula principalmente hacia su destruccion.
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Obteniendo resultados estadisticamente diferenciados con una
p<<0.001 respecto al porcentaje de la matriz extracelular entre cada uno de los
grupos (Sano, Enfermo y Cirr6tico) demostrandose una diferencia entre cada
uno de los grupos respecto a la cantidad de la matriz extracelular, siendo el
grupo sano el de menor cantidad y el grupo cirrético el de mayor cantidad de
fibrosis, es decir, existe un aumento progresivo en la cantidad de matriz
extracelular confirme aumenta el grado de enfermedad, mientras que en la
Figuras 18 Y 19 se observa que la morfologia propia de los hepatocitos,
también se ve alterada con el progreso del insulto hasta deformar la
arquitectura normal del higado. La presencia de vacuolas de grasa siguiendo la
forma de las fibras de colagena se hacen evidentes en las figuras 19 C, esto da
la apariencia de formar septos en algunas laminillas sugiriendo que, en algunos
casos, la esteatosis puede ser antecesora de la cirrosis. Lo cual se corrobora
en la literatura, donde se menciona que el higado graso no alcohdlico (NAFLD),
es una predisposicién a la cirrosis sin necesidad de otras fuentes de dafio
como el alcohol.

El higado sano tiene una capacidad muy conocida para regenerar de
hasta un 90% después de una hepatectomia parcial. Mientras que, en los seres
humanos, toma alrededor de 21 dias para que el higado parcialmente
hepatectomizado recupere su volumen original, en las ratas, que son una de
las especies mas estudiadas, se necesita solo de 10 a 14 dias para una
regeneracion hepatica completa cuando los higados se encuentran sanos.

Después de la publicacion de Kaufman en 1953, la regeneracion del
higado cirrético a su volumen y peso preoperatorios después de la
hepatectomia parcial gan6é popularidad. Los estudios que evalian las
condiciones y los factores que influyen en la regeneracion hepatica cirrotica
después de PHx han aparecido extensamente en la literatura. En respuesta a
una hepatectomia parcial, puede haber hepatocitos suficientes para restaurar la
masa hepatica original tanto en individuos normales como cirréticos al entrar en
el ciclo celular y avanzan hacia la sintesis y replicacion del ADN, sin embargo,
depende de la cantidad de la masa retirada y la progresion de la enfermedad.
Por otro lado, las tasas de regeneracion deben ser diferentes en los higados
normales y cirréticos concomitantes con sus debidas diferencias

estructurales.®®
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Conforme progresa la enfermedad el area ocupada por los nucleos de
los hepatocitos entre cada grupo analizado es menor con una diferencia de
tamaro significativamente diferente entre cada estado de salud como se
observa en la gréafica 14 .Siendo el grupo sano el de mayor cantidad de area
ocupada por los nacleos, muy probablemente a que su regeneracion se llevo a
cabo por un proceso mitético como lo describe la literatura y en menor cantidad
por la via de hipertrofia compensatoria, mientras que en el grupo cirrético tuvo
la menor cantidad de area ocupada por los nacleos de los hepatocitos lo que
deja a pensar que el nimero de hepatocitos por area disminuy0; es decir que
los hepatocitos aumentaron de tamafio y por lo tanto ocupan una mayor area y
sus nucleos se encuentran mas separados. Siendo esto un indicio de que la via
de regeneracion por la hepatectomia parcial en higados cirréticos efectuada en
el presente estudio se llevd a cabo por una hipertrofia compensatoria, como se
reporta en la literatura. Con la finalidad de entender si dicho proceso de
regeneracion se ve influenciado por el tiempo de sacrificio posterior a la
hepatectomia, se analizaron los resultados obtenidos a las 12 hrs. (Figura 27
gréfica a) y a las 24 hrs (Figura 27 gréfica b), resultando que en estos grupos
no hay diferencias estadisticas significativas en el incremento del area de los
ndacleos de los hepatocitos, lo cual evidencia que la hipertrofia de los
hepatocitos no se ve influenciada por el pico de la regeneracion a nivel
molecular independientemente de la hora de sacrificio posterior a la
hepatectomia.

A pesar de que en la actualidad existe evidencia de estudios en
regeneraciones hepaticas, no se ha establecido la relacion entre el porcentaje
de higado retirado en una hepatectomia junto con su dafio previo en el
organismo en los humanos, lo cual resultaria de interés ya que en uno de los
problemas principales a nivel mundial en el tratamiento de la cirrosis hepatica
es la falta de trasplantes .Por otro lado, cuando un paciente presenta un estado
hepatico fibrético es posible revertir el proceso de la enfermedad debido a la
alta capacidad regenerativa del higado si se suspende el factor dafiino y/o se le
da tratamiento para la enfermedad o factor que altera su estado de salud. En
torno a esto, existen dos teorias generales acerca de la regeneracion, en una
se propone gue al retirar una cantidad menor al 30%, el higado recupera su

masa perdida por una hipertrofia compensatoria acompanada de una mitosis
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menor, a diferencia que si se retira un porcentaje mayor al 30% del higado;
donde la regeneracion se lleva acabo principalmente por una activacion y
proliferacion de células progenitoras.

Debido a la alta necesidad de trasplantes de higado en la actualidad, el
bajo nimero que se llegan a efectuar y el hecho de que la patologia de la
cirrosis va en aumento al pasar de los afios por diversos factores tales como la
alta ingesta de grasas, el sedentarismo y el consumo excesivo de bebidas
alcohdlicas, entre otras, es importante encontrar alternativas para remediar y/o
entender mas ampliamente el problema. Por ello una de las contribuciones del
trabajo, es aportar al conocimiento de la enfermedad para poder encontrar
soluciones a la cirrosis y/o disminuir el nimero de defunciones debidas a este
problema de relevancia mundial.

En el presente estudio se propone que los higados sanos posteriores a
una lesion, llevan a cabo la regeneraciéon por medio de la activacion de células
mitoticas para producir nuevos hepatocitos. Mientras que, en el higado
cirrético, la regeneracion se lleva a cabo por una hipertrofia compensatoria
debido a que las células estdan comprometidas a pesar de ser una

hepatectomia menor al 30%.

11. Conclusiones

Se concluye que la regeneracion hepética en el presente estudio posterior a
una hepatectomia menor al 30% se llevé a cabo en los higados cirréticos
por una hipertrofia compensatoria, mientras que en los higados sanos no se
llevo a cabo este proceso. Se propone complementar el estudio con
pruebas mas especificas, para evaluar de mejor forma la regeneracion

hepatica y entender a fondo este proceso.
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