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RESUMEN

La colestasis es una patologia hepatica caracterizada por la acumulacion de sales
biliares, lo que provoca dafio celular y respuestas inflamatorias. Este estudio investiga
los mecanismos de proteccion hepatica en un modelo murino de colestasis
experimental, con el objetivo de identificar rutas de sefalizacidon que mitiguen el dafio
hepatico. Los resultados indican que el HGF activa de manera significativa la via
MAPK/ERK 1/2. Este efecto hepatoprotector se validé mediante analisis histoldgicos
que revelaron una notable reduccion en el porcentaje de nucleos picnéticos y una
disminucién en la expansion del area sinusoidal, ambos indicadores de dafio hepatico.
Ademas, se observo una mejora en el contenido de proteinas involucrados en la
detoxificacion, contribuyendo a un entorno redox mas equilibrado en el higado al
disminuir las ROS. EIl estudio también evalu6 el sistema de glutation, donde se
encontré un aumento en las enzimas antioxidantes, reforzando su papel en la
proteccion contra el estrés colestasico. Finalmente, se sugiere que el HGF podria
actuar como modulador del sistema inmune, al disminuir el reclutamiento de neutroéfilos
y favorecer la llegada de macrofagos antiinflamatorios M2 durante episodios de
colestasis. En conclusion, HGF utiliza la via de sefalizacion de ERK 1/2 para favorecer
la transcripcion de proteinas involucradas en respuestas celulares como proliferacion,
respuesta antioxidante e inmunomodulacion como mecanismo de proteccién a nivel
hepatico en una colestasis experimental, lo que abre la posibilidad de desarrollar

estrategias terapéuticas para el tratamiento de enfermedades hepaticas colestasicas.
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ABSTRACT

Cholestasis is a liver pathology characterized by the accumulation of bile salts, leading
to cellular damage and inflammatory responses. This study investigates the
mechanisms of liver protection in a murine model of experimental cholestasis, aiming
to identify signaling pathways that mitigate hepatic injury. The results indicate that
Hepatocyte Growth Factor (HGF) significantly activates the MAPK/ERK 1/2 pathway.
This hepatoprotective effect was validated through histological analyses, revealing a
notable reduction in the percentage of pyknotic nuclei and a decrease in sinusoidal
area expansion, both markers of liver damage. Additionally, an improvement in the
content of proteins involved in detoxification was observed, contributing to a more
balanced hepatic redox environment by reducing reactive oxygen species. The study
also evaluated the glutathione system, finding an increase in antioxidant enzymes,
which reinforces its role in protection against cholestatic stress. Finally, it is suggested
that HGF may act as an immune system modulator by decreasing neutrophil
recruitment and promoting the presence of anti-inflammatory M2 macrophages during
cholestasis episodes. In conclusion, HGF utilizes the ERK 1/2 signaling pathway to
promote the transcription of proteins involved in cellular responses such as
proliferation, antioxidant response, and immunomodulation as a protective mechanism
at the hepatic level in experimental cholestasis. These findings open the possibility of

developing therapeutic strategies for the treatment of cholestatic liver diseases.
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1. Introduccién

1.1 Generalidades

El higado constituye aproximadamente entre el 2% y el 3% del peso corporal en un
adulto promedio y una de sus caracteristicas mas importantes es que posee un
sistema de doble irrigacion sanguinea, que proviene un 75% de la vena porta y un 25%
de la arteria hepatica, lo que aporta un suministro adecuado en nutrientes y oxigeno
(Kalra et al., 2024).

El higado es considerado un 6rgano clave en nuestro organismo debido a que realiza
numerosos procesos esenciales, tanto fisiolégicos como metabdlicos, vitales para
mantener la homeostasis celular en los vertebrados, entre ellos la respuesta
inmunoldgica, la biotransformacién de xenobidticos, el procesamiento, regulacion,
distribucion y metabolismo de los aminoacidos, carbohidratos, lipidos y vitaminas,

entre otros (Kalra et al., 2024; Shulpekova et al., 2022).

1.2 Organizacién hepatica
Las multiples funciones del higado dependen de una intrincada organizacion
tridimensional del tejido, en donde diferentes tipos celulares coexisten e interactuan de
manera coordinada. Poseen una localizacion espacial precisa, lo que hace que cada
célula sea esencial. A nivel macroscopico el lobulillo hepatico es considerado la unidad

fundamental, que incluye estructuras celulares y tisulares que se distribuyen entre la



vena central y la triada portal integrada por la vena porta, la arteria hepatica y el

conducto biliar (Martinez-Torres et al., 2024).

Es importante destacar que, la sangre que proviene del intestino, del pancreas y del
bazo ingresa a través de la vena porta y posteriormente se mezcla con la sangre que
llega por la arteria hepatica. Posteriormente la sangre fluye hacia la vena central a
través de una extensa red de un tipo unico de lechos microvasculares llamados
sinusoides (permeables debido a las fenestras que atraviesan el citoplasma), mientras
la bilis es excretada a través de los canaliculos biliares en direccion contraria (Gibert-

Ramos et al., 2021; Martinez-Torres et al., 2024).

1.3 El canaliculo biliar
Los hepatocitos son células epiteliales especializadas y constituyen aproximadamente
el 85% del parénquima hepatico (Olsavsky Goyak et al., 2010) y desempefian un rol
crucial al absorber, secretar o excretar simultdneamente diferentes tipos de moléculas
(como carbohidratos, proteinas, lipidos, xenobidticos, entre otros), con el objetivo de
mantener la homeostasis y mantener una composicion sanguinea adecuada (Tocan et

al., 2021; Trefts et al., 2017).

Los hepatocitos poseen una polarizacion multiple en el higado, con varios dominios
apicales, estos dominios se organizan en dos regiones funcionales: el dominio
basolateral, que esta en contacto con células adyacentes o con los sinusoides; y el

dominio apical, que constituye entre el 10% y el 15% de la superficie total de la célula



y que forma canaliculos biliares para la secrecion de bilis (Akhtar & Streuli, 2013;

Boyer, 2013).

Por otra parte, la region de transicidn entre estos dominios, donde el dominio apical se
encuentra con lumen y el basolateral se conecta con otras células y la matriz
extracelular, esta definida por las uniones estrechas. Estas estructuras estan
asociadas a los mecanismos responsables de la polarizacion apico-basal, un proceso
que depende tanto de las sefales de las interacciones célula-célula mediadas por
cadherinas, como de la activacion de integrinas inducida por la matriz extracelular

(Bryant et al., 2014; Rodriguez-Boulan & Macara, 2014; Tocan et al., 2021).

Es relevante mencionar que el dominio apical esta formado entre dos hepatocitos
adyacentes cuyas membranas apicales contiguas representan la unica barrera fisica
entre la sangre y el canaliculo biliar, lo que la convierte en un determinante critico de
la permeabilidad paracelular entre la sangre y la bilis (Imagen 1) (Anderson & Van

Itallie, 1995; Boyer, 2013).

Higado Lobulillo hepatico

Z

El hepatocito y su
polaridad

Canaliculo biliar

Hepatocito Sinusoide

Vo [ UmonLes

Ducto porta
biliar

apical Vasolateral
Hepatocito (canalicular) (Sinusoidal)

Canaliculo prperia ceNtral
biliar  pepstica Sinusoide

Imagen 1. Lobulillo hepatico como unidad funcional y la polaridad del hepatocito.

Creado en BioRender.



1.4 Transportadores ABC
Entre las diversas biomoléculas sintetizadas por el higado se encuentran los acidos
biliares, los cuales son derivados del colesterol. Los acidos biliares tienen un papel
fundamental al facilitar la absorcion de nutrientes en el intestino y la secrecion de
colesterol en la bilis, lo que contribuye a mantener su homeostasis en el cuerpo

(Chiang & Ferrell, 2018; Evangelakos et al., 2021; Nufo-Lambarri et al., 2016).

Los acidos biliares desempenan un papel critico en la eliminacion de lipidos y
xenobidticos en el higado. El transporte de las sales biliares desde los hepatocitos
hacia la bilis esta regulado por la familia de transportadores ABC (ATP-binding
cassette por sus siglas en inglés), que incluye la proteina 2 de resistencia a multiples
farmacos (Abcc2/Mrp2) y la proteina exportadora de sales biliares (Abcb11/Bsep)

(Akita et al., 2001; Jedlitschky et al., 2006; Razori et al., 2020).

Una vez excretada al canaliculo biliar mediante transportadores especificos, la bilis
fluye a través del arbol biliar, en donde los colangiocitos desempefian un papel clave
en su modificacion. Estas células epiteliales ajustan la composicidn de la bilis mediante
la secrecion de bicarbonato y otros componentes, lo que contribuye a su regulacion y

funcionalidad (Xia et al., 2006).

Posteriormente, la bilis se almacena en la vesicula biliar, donde se concentra hasta
recibir un estimulo postprandial. Este estimulo, mediado principalmente por la hormona
colecistocinina, provoca la contraccion de la vesicula biliar y la liberacion de su
contenido hacia el duodeno. En este segmento inicial del intestino delgado, la bilis

desempefia multiples funciones esenciales para la digestiéon (Ticho et al., 2019).



1.5 Enfermedad colestasica
Si el equilibrio homeostatico de bilis se rompe en el higado, se desencadenan diversas

hepatopatias (Piscaglia et al., 2010).

Las enfermedades hepaticas se caracterizan por la disfuncién o alteracion en las
principales funciones del higado, las cuales tienen una alta prevalencia a nivel mundial,
siendo responsables de un gran numero de fallecimientos anuales. Son tan recurrentes
que cobran aproximadamente 2 millones de muertes al afio en todo el mundo (Asrani
et al.,, 2019). En México, las enfermedades hepaticas se encuentran entre las
principales causas de mortalidad, y se estima que habra un incremento significativo en
el numero de muertes por esta causa en los proximos 30 anos, llegando a ser de casi
dos millones. Por otro lado, la colestasis que se define como la reduccion en la
secrecion y el flujo de bilis, ha sido identificada como un factor desencadenante en el
desarrollo de diversas enfermedades hepaticas (Méndez-Sanchez et al., 2005; Onofrio

& Hirschfield, 2020)

Esta patologia puede clasificarse como “obstructiva” si es causada por un bloqueo
mecanico producido en las vias extra e intrahepaticas, o bien como “funcional” cuando
se produce por alteraciones hepatobiliares o ductales en la formacion de bilis (Onofrio

& Hirschfield, 2020).

La colestasis intrahepatica, es una condicién caracterizada por la obstruccion parcial

o total del flujo biliar debido a la disfuncién de los transportadores de acidos biliares



(Onofrio & Hirschfield, 2020). La colestasis intrahepatica desencadena un proceso
inflamatorio crénico y la produccion excesiva de especies reactivas de oxigeno (ROS)
en el tejido hepatico (Salas-Silva et al., 2020; Woolbright & Jaeschke, 2019; Zhang et
al., 2018). Esto resulta en un dafo tanto a los hepatocitos como a los colangiocitos v,
de manera indirecta, afecta a otros 6rganos como el intestino (Juanola et al., 2021;
Lopez-Ramirez et al., 2022), el pancreas (Santos et al., 2012) y los rifiones (Salas-

Silva et al., 2022; Somagutta et al., 2022).

En la colestasis causada por aumento de estrogenos, se ha reportado un aumento en
la presencia de transportadores ABC, la proteina 4 de resistencia a multiples farmacos
(Abcc4/Mrp4) y la proteina 3 de resistencia a multiples farmacos (Abcc32/Mrp3) (Alaei
Faradonbeh et al., 2022; Ruiz et al., 2013), localizados en la membrana basolateral del
hepatocito (Wagner & Trauner, 2005). Estos transportadores desempefian la funcion
de eliminar acidos biliares y xenobidticos del hepatocito hacia la circulacién sistémica,
compensando asi la disfuncion y deslocalizacion de MRP2 y BSEP en la secrecion
biliar (Alaei Faradonbeh et al., 2022; Basiglio et al., 2021; Sohail et al., 2021). Esta
respuesta compensatoria ayudaria a contrarrestar la acumulacién de acidos biliares y

podria contribuir también a mitigar el dafio hepatico en una colestasis intrahepatica.

1.6 a-Naftil-Isotiocianato y su mecanismo de daio
Un modelo muy utilizado para inducir colestasis intrahepatica es la administracion de
a-Naftil-Isotiocianato (ANIT), el cual es un compuesto considerado hepatotdxico ya que

genera dafo en las células epiteliales biliares (Tanaka et al., 2009) y acumulacién de



acidos biliares en los hepatocitos (Wu et al., 2017). EI ANIT se utiliza como agente
quimico para estudiar la patogénesis de la colestasis obstructiva debido a que favorece
la infiltracion de neutrdfilos al parénquima hepatico (Kodali et al., 2006), lo que conlleva

a la produccion exacerbada de ROS (Lopez-Ramirez et al., 2022).

El dafio provocado por el exceso de ROS aumenta la muerte celular por necrosis y
apoptosis, ocasionando la produccién de “debris” que obstruyen los canaliculos
biliares, lo que favorece la retencién de bilis. Como consecuencia, se genera el
deterioro de la expresion y contenido de transportadores canaliculares de sales
biliares, desarreglo de las uniones estrechas, y obstruccion biliar debido a la
descamacion de las células epiteliales del conducto biliar (Dahm et al., 2010; Greaves,

2012; Salas-Silva et al., 2021).

El dafio hepatico se asocia con la activacion de mecanismos de reparacion que
involucran citocinas, incluyendo el factor de crecimiento transformante (TGF)
(Thenappan et al., 2010), el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Mariotti
etal., 2021), el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) (Zhao et al., 2020) y otros factores

de crecimiento, como el HGF (Gomez-Quiroz et al., 2016; Sani et al., 2023).

1.7 El Factor de Crecimiento de hepatocitos y su receptor c-Met (Via
HGF/c-Met)
Clavijo-Cornejo et al., en 2013 reporté que el HGF regula la actividad de la enzima

NADPH oxidasa (del inglés Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase) en



las células hepaticas a través de un mecanismo de doble accion mediante su
activacion y la produccién de ROS, para activar una sefializaciéon hepatoprotectora. A
su vez, esta respuesta activa a la proteina quinasa C (PKC), promoviendo la activacién
del factor nuclear de eritrocitos 2 (Nrf2) y la expresion de proteinas implicadas en la
respuesta antioxidante, asi como también en la expresion de transportadores
implicados en las reacciones de detoxificacion de fase Il (Clavijo-Cornejo et al., 2013;
Gomez-Quiroz et al., 2016; Salas-Silva et al., 2020). Hasta ahora no se conoce cémo

es este mecanismo de proteccién en un modelo in vivo.

Los efectos fisiolégicos de la administracion del HGF en un modelo colestasico
intrahepatico incluyen la modulacién de las ROS, la supresion de la muerte celular y la
reduccion de la respuesta inflamatoria. Estos efectos promueven la restauracion de la
arquitectura celular en los tejidos hepaticos (Salas-Silva et al., 2020), intestinales
(Lopez-Ramirez et al., 2022) y renales (Salas-Silva et al., 2022). Sin embargo, aun no
se ha dilucidado completamente la via de sehalizacion a través de respuestas
compensatorias mediante la cual este factor de crecimiento activa y produce su efecto

protector para revertir el dano tisular.

2. Antecedentes

Se ha propuesto al factor de transcripcion Nrf2 como una pieza central en la respuesta
adaptativa del higado ante el estrés oxidante y la colestasis, debido a que induce la
expresion de enzimas y transportadores hepaticos como: GST, MRP2, MRP3, y MRP4,

que estan involucrados en la desintoxicacion y el transporte de metabolitos y productos



quimicos (Basiglio et al., 2021; Okada et al., 2009; Salas-Silva et al., 2020). Esto
incluye la excrecion de sales biliares y componentes conjugados con glutation, lo cual
es esencial para contrarrestar los efectos dafinos de la acumulacion de sales biliares

en la colestasis.

Nuestro grupo de investigacion ha demostrado que la activacion de Nrf2 estd mediada
por la sefializacién del HGF y su receptor c-Met (Gomez-Quiroz et al., 2016). Clavijo-
Cornejo et al. (2013) demostraron que la actividad de la NADPH oxidasa y la
fosforilacion de Nrf2 mediada por PKC& son parte importante de los mecanismos
implicados en la activacion de Nrf2, mediando el aumento de la expresion de enzimas
y proteinas antioxidantes, incluyendo blancos de Nrf2 como NAD(P)H quinona
deshidrogenasa 1 (NQO1), Glutation (GSH) y gamma-glutamilcisteina sintetasa (y-
GCS). La senalizaciéon de HGF/c-Met es importante para la reparacion tisular en un
dafo por colestasis; ya que ratones deficientes en c-Met son mas susceptibles al dano
hepatocelular y la fibrosis inducida por la obstruccién del conducto biliar (Gomez-

Quiroz et al., 2016; Simoni-Nieves et al., 2021).

Otros estudios fuera y dentro de nuestro grupo revelaron el papel critico de las
proteinas B-catenina y ZO-1 en la fisiologia biliar, ya que su pérdida especifica en el
higado conduce a una morfologia defectuosa del canaliculo biliar, defectos en la
secrecion biliar y colestasis intrahepatica. Ademas, la alteraciéon de la integridad
estructural y el buen funcionamiento del canaliculo biliar también se asocia con la

sefalizacion de HGF/c-Met (Salas-Silva et al., 2020; Yeh et al., 2010).



Es importante destacar que las enfermedades colestasicas no solo afectan al higado,
sino que también tienen implicaciones en otros érganos. La acumulacion de acidos
biliares debido a la colestasis puede afectar el epitelio renal (Salas-Silva et al., 2022),

la permeabilidad intestinal (Lopez-Ramirez et al., 2022) y la morfologia del pancreas.

3. Pregunta de investigacion

¢, Cual es la via de sefializacion especifica mediante la cual el factor de crecimiento
hepatico (HGF) activa la regulacion del estado redox y las reacciones de detoxificacion

de fase Il durante la colestasis inducida por ANIT?

4, Justificacion

Las colangiopatias colestasicas se caracterizan por una disfuncion primaria de los
conductos biliares, ya sea de naturaleza funcional u obstructiva. Estas enfermedades
implican la presencia de eventos oxidantes que afectan principalmente a los
transportadores presentes en la membrana de los hepatocitos, lo que resulta en una

disminucion del flujo de bilis.

México enfrenta desafios especificos en términos de salud hepatica, como la alta

prevalencia de enfermedades como la hepatitis viral y la obesidad, que pueden
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contribuir al desarrollo de la colestasis. La identificacion de los mecanismos
subyacentes y la caracterizacidon de las vias de sefializacion involucradas en la
colestasis son cruciales para el desarrollo de enfoques terapéuticos mas efectivos y

especificos para esta enfermedad.

En la actualidad, no se dispone de un tratamiento efectivo para estas patologias debido
a la falta de comprensién de su origen y desarrollo. Por tanto, resulta imprescindible
llevar a cabo estudios experimentales para profundizar en dicho conocimiento y asi,

abrir nuevas posibilidades terapéuticas para abordar estas enfermedades.

5. Hipotesis

El HGF inducira una respuesta anticolestasica mediada por la activacion de Nrf2 en la
regulacion del estado redox celular, la expresion y la localizacion de transportadores

de la familia ABC en un modelo experimental de colestasis en roedores.

6. Objetivo General

Caracterizar los mecanismos de proteccion inducidos por el HGF en la colestasis

experimental.
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7. Objetivos especificos

1. Identificar la ruta de sefalizacion que despliega el HGF en el higado para

disminuir el dafo colestasico inducido por el ANIT.

2. Determinar el estado de la regulacion redox y de reacciones de
detoxificacion de la fase Il inducida por el HGF, controladas por el factor

de transcripcion Nrf2 en la colestasis inducida por ANIT.

3. Determinar los efectos a nivel del sistema de glutatién y de la regulacion
de la expresion, contenido y la localizacidén de transportadores de sales

biliares inducido por la regulacién activada por el HGF.

8. Material y métodos

8.1. Tratamientos en animales

Sesenta y cuatro ratones macho de la cepa CD1, con edades comprendidas entre las
8 y 10 semanas (procedentes de UPEAL, UAM Xochimilco, Ciudad de México), fueron
alojados en las instalaciones destinadas a la experimentacion animal del Instituto
Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez. La cohorte experimental se dividié en

dieciséis grupos homogéneos, cada uno compuesto por al menos 4 individuos.

Los murinos fueron mantenidos bajo condiciones ambientales controladas, en
instalaciones exentas de agentes patdégenos, con una temperatura constante y un

fotoperiodo de 12 horas luz-12 horas oscuridad. El cuidado y manejo de los sujetos
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experimentales se llevd a cabo siguiendo las directrices éticas establecidas por la
Universidad Auténoma Metropolitana (UAM), los Institutos Nacionales de Salud de los
Estados Unidos (NIH) y de conformidad con la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-

Z00-1999).

8.2. Diseno experimental

Se emplearon ratones de la cepa CD1, con una edad comprendida entre 8 y 10
semanas; Los ratones se distribuyeron de manera aleatoria en 4 grupos
experimentales: 1) grupo de control no tratados (NT), 2) grupo tratado con ANIT por
via intragastrica con una dosis de 60 mg/kg (Sigma Aldrich, USA, #N4525), 3) grupo
tratado con ANIT+HGF, donde se administré HGF con una dosis de 10 ug/kg por via
intravenosa y 24 h después de la administracion del ANIT, y 4) grupo control tratado
unicamente con HGF (Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA, #100-39). Los ratones se
sacrificaron a las 30 h, 36 h y 48 h después de iniciar el tratamiento para la obtencién
de tejido hepatico y suero (Figura 1).

Se recolectd suero sanguineo de los animales para realizar pruebas de funcionalidad
hepatica como AST, ALT, ALP y bilirrubina total, asi como tejido hepatico para realizar:
pruebas de funcionalidad hepatica, analisis histolégico, ensayo de lipoperoxidacién

(TBARS) y Western blot.
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Figura 1. Disefio experimental

Los ratones de la cepa CD1 machos de 8-10 semanas de edad fueron divididos aleatoriamente a 4 grupos
experimentales: 1) grupo de control no tratado (NT), 2) grupo tratado con a-Natftil-Isotiocianato (ANIT) por via
intragastrica a una dosis de 60 mg/kg, 3) grupo tratado con ANIT+HGF, donde se administr6 HGF (Factor de
crecimiento de hepatocitos) a una dosis de 10 ug/kg por via intravenosa 24 h después de la administracion de ANIT,
y 4) grupo control tratado unicamente con HGF. Los ratones se sacrificaron a las 30 h, 36 h y 48 h después de
iniciar el tratamiento para la obtencién de tejido hepatico y suero. Las muestras recolectadas se utilizaron para
llevar a cabo pruebas bioquimicas, Western blot (WB) de proteinas involucradas en la sefalizacién celular, la
respuesta antioxidante y ciclo celular. Por ultimo, se evalué el estado rédox a través de ensayos de peroxidacion
lipidica y ensayos de glutation.

8.3. Prueba de funcionalidad hepatica

Se llevaron a cabo pruebas de funcionalidad hepatica con el propdsito de evaluar y
medir el estado y la capacidad de funcionamiento del higado en cada uno de los
tratamientos. Para ello se anestesiaron a los ratones mediante la administracion
intraperitoneal de avertina (2,2,2-tribromoetanol) (Sigma, EUA). Al momento de la
eutanasia, con el fin de obtener el suero sanguineo, se recolecté la sangre de la vena

cava superior y se centrifugd a 1,600 g durante 10 min a una temperatura de 4°C. Para
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la determinacion de los marcadores de dafo hepatico como: aspartato
aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa (ALT), fosfatasa alcalina (ALP) y
bilirrubina; Se utilizaron tiras reactivas comerciales (Roche, Alemania, #77188). Los

analisis se hicieron mediante el SpotChem EZ (ARKRAY, USA Clinical Diagnostics).

8.4. Analisis histologico

Con el objetivo de observar los cambios e identificacion de caracteristicas en la forma
y la estructura celular de nuestras muestras de tejido las preparaciones histologias se
realizaron mediante la tincién de Hematoxilina-Eosina (H&E).

Primero se realizaron cortes histoldgicos en microtomo de muestras inmersas en
parafina y posteriormente las muestras de tejido hepatico se calentaron una 1 h a
58°C. De forma subsecuente fueron despafinadas durante 10min en xilol, seguido de
un proceso gradual de hidratacion en alcoholes con concentraciones decrecientes,
desde 100% hasta 70%, durante 5 min cada uno, seguido de un periodo de 5 min en
agua.

Luego, las secciones fueron sometidas a la tincién con hematoxilina de Harris durante
5 min, seguido por un lavado de 5 min en agua. A continuacion, las secciones fueron
sumergidas en una solucion de HCI-EtOH al 96% hasta que se evidencié un cambio a
un color rojizo. Posteriormente, fueron sumergidas en agua amoniacal (200 ml de agua
destilada con 3-4 gotas de amoniaco) hasta que se observé un cambio a un color azul.

Después, se llevd a cabo un nuevo lavado con agua corriente durante 2 min, seguido
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de otro lavado con agua destilada durante 2 min. Posteriormente, los portaobjetos
fueron sumergidos en eosina alcohdlica durante 2 min.

Finalmente, las secciones fueron deshidratadas en una solucion de etanol con
concentraciones progresivamente crecientes, desde etanol al 70% hasta etanol
absoluto, seguido por xilol durante 1 min. Para concluir, se usé medio de inclusion

Entellan.

8.5. Western Blot

Con el propésito de cumplir con el objetivo de caracterizar la via de sefalizacion
inducida por la interaccion de HGF con su receptor c-Met, se realizaron analisis de
western blot siguiendo el protocolo anteriormente reportado (Salas-Silva et al., 2020).
Para este analisis se emplearon anticuerpos especificos, tales como anti-p-ERK, anti-
ERK, anti-p-AKT, anti-AKT, anti-p-PKC®d, y anti-PKCpan. Por otro lado, con el fin de
determinar el estado de los efectos a nivel del sistema antioxidante, se evaluaron
proteinas tales como Glutation S-transferasa Mu (GSTM), gama-glutamilcisteina
sintasa (y-GCS) y Glutation peroxidasa 1-6 (GPx 1-4). Por ultimo, para determinar la
proliferacion celular en los tratamientos se realizé la evaluacion de la Ciclina D1 y A,
asi como sus CDKs reguladoras (Cdk4 y Cdk6); también evaluamos proteinas como
p21 y p27 los cuales son inhibidores universales de CDKs. La expresion de las
proteinas se normalizé con B-actina en cada una de las membranas. Todos los
anticuerpos utilizados en este estudio se registraron en la Tabla 1. Las imagenes se

obtuvieron imagenes en un fotodocumentador GelLogic 1500 (Biostad, E.U).
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Anticuerpo Catalogo Marca Dilucién
p44/42 MAPK (Erk 1/2) 4695T Cell Signaling 1:1000
p-p44/42 MAPK (T202/Y204) 9101S Cell Signaling 1:1000
p- PKC 6 Thr 505 9374 S Cell Signaling 1:1000
PKC-pan 4502356 Merck 1:1000
p-AKT Ser 473 9271 S Cell Signaling 1:1000
AKT 9272 S Cell Signaling 1:1000
PP2A 2038 S Cell Signaling 1:1000
GSTM sc- 292368 Santa Cruz 1:250
GSTM2 sc- 376486 Santa Cruz 1:250
GPx 1/2 sc- 133160 Santa Cruz 1:250
GPx 4 sc-166570 Santa Cruz 1:250
y-GCS sc- 22755 Santa Cruz 1:250
Cyclin D1 sc- 753 Santa Cruz 1:250
Cyclin A sc- 271682 Santa Cruz 1:250
Cdk 4 sc- 749 Santa Cruz 1:250
Cdk 6 sc- 7181 Santa CrUZ 1:250
p27 sc- 776 Santa Cruz 1:250
p21 sc- 6246 Santa Cruz 1:250
Aurora A 4718 S Cell Signaling 1:1000
Goat pAb anti Rabbit Ab-6721 Abcam 1:10,000
Rabbit to Mouse Ab-6728 Abcam 1:10,000
Anti-B-actina monoclonal A 2060 Sigma 1:10,000

Tabla 1. Anticuerpos utilizados

Lista de anticuerpos utilizados para la evaluacion de la activacion de las rutas de sefializacion de interés (AKT y
ERK1/2), sistema de glutation y analisis de proliferacion a través de evacuacion del ciclo celular y contenido
proteico.

8.6. Lipoperoxidacion

Se realizaron ensayos de TBARS (Sustancias reactivas al acido Tiobarbiturico, por sus
siglas en inglés) para estimar el dafio oxidante en las membranas celulares y utilizarlo
como un indicador indirecto de estrés oxidante. La medicién de la peroxidacion lipidica

se llevd a cabo mediante la deteccion de la generacidon de productos reactivos al acido
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tiobarbiturico (TBARS) utilizando un método espectrofotométrico a una longitud de

onda especifica de 573 nm.

8.7. Imunofluorescencia (IF)

La deteccion de la proteina Mieloperoxidasa (MPO), marcador de neutrofilos, se realizé
a partir de cortes histologicos de tejido hepatico de ratones, previamente embebidos
en parafina. Para iniciar, los cortes fueron calentados a 60 °C durante 5 min y luego
pasados por una serie de banos de xilol e isopropanol para eliminar la parafina y
rehidratar el tejido. La recuperacion antigénica se realizé mediante inmersion de las
muestras en un buffer de citratos durante 1 h en bafio maria, y luego se permeabilizd
el tejido usando Triton X-100 al 0.1% en PBS por 5 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, se bloquearon los sitios de union inespecificos mediante incubacion
con suero de cabra o suero fetal bovino al 5% en PBS durante 30 min. Tras el bloqueo,
las muestras se incubaron a 4°C durante toda la noche con el anticuerpo primario MPO
(dilucién: 1:200, #GTX54393). Al dia siguiente, se realizaron tres lavados de 10 min
con PBS frio para eliminar el exceso de anticuerpos; en caso de ser necesario, el
anticuerpo secundario Alexa 594 (dilucion: 1:300, #sc-516608) fue incubado durante
90 min a temperatura ambiente. Finalmente, se hicieron tres lavados adicionales de
10 min en PBS y se agregd medio de montaje con DAPI (#H-1200 Vector Laboratories,
EE. UU.). Las fotos fueron tomadas con un microscopio invertido Carl Zeiss 780 LSM-

NLO (Gena, Alemania).
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8.8. Inmunohistoquimica (IHC)

Se realizaron pruebas inmunohistoquimicas para analizar el contenido y la localizacién
del marcador de macréfagos antiinflamatorios CD163 en el tejido hepatico afectado
por colestasis inducida por ANIT.

Cada muestra de tejido hepatico de raton se fijo en formaldehido al 4% y se incluy6 en
bloques de parafina. Los cortes de tejido se realizaron con un grosor de 5 ym y
posteriormente se desparafinaron y rehidrataron mediante una serie de diluciones de
etanol del 100% al 70%, seguido de agua destilada. Se procedi6 con la recuperacion
de antigenos y la inhibicion de la peroxidasa enddgena. Luego, los cortes se incuyeron
con el anticuerpo primario anti-CD163 (dilucion 1:200) a 4°C durante toda la noche. La
deteccion de la sefial se llevd a cabo el Kit de deteccion (#ab64264 Abcam, US). y el
contraste final se realizé de los nucleos se realizé con hematoxilina (#06522 Sigma-

Aldrich, Alemania).

8.9. Analisis estadistico

Los resultados se presentan como la media * el error estandar de la media (SEM) y se
obtuvieron a partir de un minimo de 4 animales individuales. Cada experimento se
repitié al menos tres veces. Para comparar las medias entre los diferentes grupos, se
aplicaron un analisis de varianza (ANOVA), seguido de pruebas de comparaciones
multiples utilizando la prueba de Tukey. Se utilizara el software Graph Pad Prism
version 8 (GraphPad Software, San Diego, CA, EE. UU.) para Windows. Se considero

un nivel de significancia de p < 0.05.
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9. Resultados

Se validé nuestro modelo experimental de colestasis intrahepatica inducida por ANIT,
el cual ha sido reportado ampliamente por nuestro grupo (Lopez-Ramirez et al., 2022;
Salas-Silva et al., 2020). En los ratones que fueron tratados desde las 30 h (Figura 2),
se observo una vista general de la cavidad abdominal en todos los tratamientos
(Figura 2A). Se realiz6 un acercamiento al higado y la vesicula biliar los cuales
presentaron cambios en su coloracién, donde el higado mostré una coloracién pardo-
rojizo y hepatomegalia (Figura 2B-C) en los tratamientos de ANIT. Estos efectos se
ven reestablecidos con el tratamiento de HGF. Por su parte observamos que los
animales del grupo de ANIT+HGF vy los ratones de los grupos NT muestran similitudes

en cuestion de morfologia (Figura 2B).

Por otro lado, se pudo observar que pasadas las 36 h de iniciado el tratamiento los
higados de los ratones tratados con ANIT conservaron los cambios morfolégicos de
dafo descritos anteriormente, al mismo tiempo que el co-tratamiento (ANIT+HGF)
mostraba el mismo patron caracterizado por cambio en su coloracion y hepatomegalia,
asi mismo, la vesicula presento una coloracion verde obscura en éstos, lo cual indica

una mayor concentracion de bilis (Figura 2D-E), asi como una enteritis (Figura 2).
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Figura 2. Analisis macroscoépico de la evaluaciéon de dafio en el higado causado por ANIT.

(A) Vista sistémica de la cavidad abdominal de ratones de la cepa CD1 de 30 h. (B y D) Cambios macroscopico a
nivel hepatico y de la vesicula biliar donde se observa cambios en su coloracién a 30 hy 36 h. C y E) Relacién peso
del higado-peso corporal a 30 h 'y 36 h. No tratado (NT), a-Naftil-Isotiocianato (ANIT), a-Naftil-Isotiocianato + Factor
de crecimiento de hepatocitos (ANIT+HGF) y Factor de crecimiento de hepatocitos (HGF). Las imagenes son
representativas de al menos 5 animales experimentales. Cada grupo representa la mediana + SEM en al menos
cuatro ratones diferentes, *p <0.05 vs NT, ép <0.05 vs ANIT.
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Para seguir evaluando el dafio a nivel histolégico se realizaron tinciones de H&E
(Figura 3A), las cuales mostraron que el tejido de los ratones a las 30 h no tenian
cambios significativos, ya que no se pudo observar ninguna zona necrética ni
inflamacion. Esto cambié al analizar el grupo de ANIT+HGF de 36 h ya que éste
presentd un menor numero y tamafno de zonas necréticas, asi como un menor numero
de infiltrado inflamatorio que rodea éstas zonas comparado con el grupo de ANIT a las
36 h. Por otra parte se puede observar que en el tiempo de 48 h la arquitectura del
parénquima hepatico se recuperé a niveles normales del dafo favorecido por la
administracion de ANIT.

Con el objetivo de confirmar el desarrollo de la enfermedad colestasica, se midieron
los niveles séricos de marcadores bioquimicos de funciéon hepatica a las 30 y 36 h
después del inicio del tratamiento (Figura 3B-C). Los marcadores bioquimicos
analizados incluyen alanina aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa
(AST) y la fosfatasa alcalina (ALP), indicadores clave de dafio hepatocelular y
colangiocelular.

A las 30 h, se observdé un aumento significativo de éstos marcadores en el grupo
tratado con ANIT en comparacion con el grupo control, lo cual refleja un compromiso
significativo en la funcion hepatica general. No obstante, en los ratones que recibieron
el tratamiento con ANIT+HGF mostraron marcadores bioquimicos estadisticamente
iguales a los niveles basales, lo que sugiere un efecto hepatoprotector del HGF. De
manera similar, las transaminasas del grupo de HGF y NT no mostraron diferencias

significativas (Figura 3B).
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A las 36 h, los niveles de dafo hepatocelular en los grupos de cotratamiento
(ANIT+HGF) fueron comparables a los del grupo tratado solo con el ANIT, lo que indica
que, aunque el HGF parece ofrecer cierta proteccion inicial, el dafio inducido por ANIT
prevalece en ese punto, superando la capacidad de reparacion del tratamiento (Figura
3C). Este resultado es estadisticamente significativo, lo que sugiere que el nivel de
dafo colestasico causado por ANIT es lo suficientemente elevado como para limitar la

eficiencia del HGF en etapas avanzadas del proceso patoldgico.
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Figura 3. Andlisis Histologicos y pruebas bioquimicas de la evaluacion de dano.

A) Apariencia histologica mediante tincién con H&E (Los asteriscos negros indican areas con necrosis, y las flechas
negras muestran infiltrado inflamatorio) a tiempo de 30 h, 36 h y 48 h después de iniciar con el tratamiento. B)
Actividad del aspartato aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa (ALT), y bilirrubina total de ratones a las
30 h de iniciar con el tratamiento. C) Actividad del AST, ALT, y bilirrubina total de ratones a las 36 h de iniciar con
el tratamiento. No tratado (NT), a-Naftil-Isotiocianato (ANIT), a-Natftil-Isotiocianato + Factor de crecimiento de
hepatocitos (ANIT+HGF) y Factor de crecimiento de hepatocitos (HGF). Las imagenes son representativas de al
menos 4 animales experimentales y se presentan a un aumento original de 200%. Cada grupo representa la mediana
+ SEM en al menos cuatro ratones diferentes, *p <0.05, vs NT, *p <0.05 vs ANIT.
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Para continuar evaluando los efectos del tratamiento, analizamos los cortes con H&E
a las 30 h y observamos que no habia cambios drasticos en el parénquima hepatico,
como necrosis extensa o un incremento significativo del infiltrado inflamatorio (Figura
3A). No obstante, identificamos alteraciones en la morfologia nuclear, lo cual nos
impulsé a realizar una cuantificacion detallada del porcentaje de células que exhibian
tres tipos de nucleos, cada uno reflejando diferentes estados celulares: nucleos
picnoticos, que son caracteristicos de células en proceso de muerte celular
programada; nucleos en regeneracion, asociados a la proliferacion celular, y nucleos
normales. Esta evaluacion en los tiempos de 30, 36 y 48 h nos permitioé precisar mejor
el impacto del tratamiento sobre la viabilidad celular, ya que los cambios en la
morfologia nuclear son un indicador temprano y sensible de dafio o regeneracion
tisular.

Los resultados mostraron que, a las 30 h el grupo tratado con ANIT presentd un
incremento en el porcentaje de nucleos en regeneracion y muerte en comparacion con
el grupo control. En contraste, el grupo de co-tratamiento mostré un porcentaje similar
de nucleos en proliferacion respecto al grupo ANIT, pero una notable disminucion
significativa en los nucleos picnéticos, alcanzando valores comparables al grupo NT,
Asi mismo, los grupos NT y HGF presentaron valores estadisticamente equivalentes
en todos los parametros evaluados (Figura 4A).

También, realizamos la misma evaluacion a las 36 h. En este punto, se observo que
el grupo tratado con ANIT mostré una disminucién en el numero de nucleos en
proliferacion, acompanado de un incremento considerable en los nucleos picnéticos.

Por otro lado, el grupo de co-tratamiento también presenté un aumento en los nucleos
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Cells (%)

picnoéticos, pero, a diferencia del grupo ANIT, mostré un incremento significativo en los
nucleos en regeneracion. Ademas, se detectd un ligero aumento en los nucleos en
regeneracion en el grupo tratado unicamente con HGF (Figura 4B).

A las 48 h de iniciado el tratamiento, el grupo ANIT presentd un aumento drastico y
significativo en el porcentaje de nucleos picnéticos, indicando un mayor grado de dafo
celular. En contraste, el grupo de co-tratamiento, aunque mostré una disminucion en
el numero de nucleos en regeneracion en comparacion con las 36 h, seguia mostrando
valores significativamente superiores en comparaciéon con el grupo no tratado (NT). Al
mismo tiempo, los nucleos picnéticos en el grupo de co-tratamiento se compararon

con los del grupo NT, sin mostrar diferencias estadisticamente significativas (Figura
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Figura 4. Andlisis de los nucleos picnhéticos y su respuesta celular.

A-C) Cuantificacién del porcentaje de ntcleos picnoticos tefiidos con hematoxilina en relacion con el nimero total
de células a las 30, 36 y 48 h posteriores al inicio del tratamiento. No tratado (NT), a-Natftilisotiocianato (ANIT), a-
Natftilisotiocianato + Factor de crecimiento de hepatocitos (ANIT+HGF) y Factor de crecimiento de hepatocitos
(HGF). Las imagenes son representativas de al menos 5 campos diferentes y se presentan a un aumento original
de 200x. Cada grupo representa la mediana *+ SEM en al menos cuatro ratones diferentes, 'p <0.05 ANIT
Regenerative vs NT Regenerative, #p <0.05 ANIT Death vs NT Dead, %p <0.05 ANIT+HGF Death vs ANIT Dead, ép
<0.05 ANIT+HGF Regenerative vs ANIT Regenerative.
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Otro aspecto observado en los analisis de H&E fue el tamafio de los sinusoides, los
cuales presentaron un area variable en funcion del tratamiento y el tiempo. Como se
ha documentado que los sinusoides se ensanchan con el objetivo de facilitar el
reclutamiento del sistema inmune en patologias hepatocelulares, decidimos
evaluarlos.

A las 30 h el grupo tratado con ANIT presentd un area sinusoidal estadisticamente
similar al grupo no tratado (NT). No obstante, a las 36 y 48 h, el area de los sinusoides
en el grupo ANIT aumentd. Por otro lado, en el grupo de co-tratamiento, las areas
sinusoidales a las 30 h fueron comparables a las del grupo NT, mientras que a las 36
y 48 h se observd una disminucion en el area respecto al grupo ANIT. Los grupos NT
y HGF no mostraron diferencias significativas en los valores del area sinusoidal en los

distintos tiempos evaluados (Figura 5 A-B).
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Figura 5. Analisis Histologicos de la evaluacion de dano a nivel sinusoidal.

A) Apariencia histologica de sinusoides (los pixeles blancos indican las regiones sinusoidales y los pixeles negros
indican las otras regiones celulares) a tiempo de 30 h, 36 h y 48 h después de iniciar con el tratamiento. B)
Densitometria que muestra el area sinusoidal (um?) de los cuatro tratamientos a tres tiempos (30 h, 36 h y 48 h).
No tratado (NT), a-Natftil-Isotiocianato (ANIT), a-Naftil-Isotiocianato + Factor de crecimiento de hepatocitos
(ANIT+HGF) y Factor de crecimiento de hepatocitos (HGF). Las imagenes son representativas de al menos 4
animales experimentales y se presentan a un aumento original de 200x. Cada grupo representa la mediana + SEM
en al menos cuatro ratones diferentes, *p <0.05 vs NT 30 h, #p <0.05 vs ANIT 36 h, %p <0.05 vs ANIT 30 h, #p <0.05
vs ANIT 36 h y ép <0.05 vs ANIT 48 h.
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Una vez confirmado el modelo descrito por Salas-Silva y colaboradores (Salas-Silva
et al., 2020), se procedi6 a caracterizar la ruta que HGF estaba activando para ejercer
su efecto hepatoprotector en la patologia de la colestasis. Se encontraron cambios
significativos dependientes de tiempo (30 h y 36 h) en las principales rutas de
sefializacion involucradas en la enfermedad colestasica. Se evaluo el contenido
proteico a través de Western blot (Figura 6A y 6F), la activacion de proteinas como
ERK 1/2, PKC® y AKT. En los ratones de 30 h del grupo de ANIT (Figura 6B), |la
activacion de la ruta de ERK 1/2 se ve reducida comparado con el grupo NT, mientras
que el grupo ANIT+HGF se observaron cambios significativos en su activacion, lo que
podria estar asociandose a la reversion del daio a nivel macroscopico y microscopico
reportado anteriormente para una exposicion a 48 h (Salas-Silva et al., 2022). Para
confirmar este hallazgo se midi6é el inhibidor de ERK 1/2, PP2A (Figura 6C), el cual
solo tuvo diferencia significativa en el grupo ANIT+HGF debido a la disminucién de
contenido. Por otro lado, a este tiempo, la activacion de AKT y PKC® no tuvieron

cambios significativos (Figura 6 D-E).

A las 48h iniciado el tratamiento se obtuvieron resultados significativos debido a un
incremento en la activacion de ERK 1/2 en el grupo de ANIT (Figura 6G), respecto al
control. Por otra parte, se observo un incremento en la activaciéon de PKCS en el grupo
de ANIT, con respecto al grupo ANIT+HGF. Estos resultados nos sugieren que HGF a
través de la unién con el receptor c-Met favorece la activacion de la via de sefalizacion
MAPK/ERK 1/2 para mitigar el dafio colestasico por la administracién de ANIT a las

30h de iniciar con el tratamiento (Figura 6 A-J).
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Figura 6. Activacion de la via MAPK/ ERK 1/2 dependiente de tiempo.

(A y F) Analisis de Western blot de vias de sefializacion celular dependientes de HGF y sus formas fosforiladas en
un modelo in vivo, asi como de una fosfatasa inhibitoria de la via de ERK 1/2 (PP2A) a tiempos de 6 h 'y 12 h
después de la administracién de HGF. B, C, D y E) Cuantificacion relativa de las proporciones de p-ERK/ERK, p-
AKT/AKT, p-PKCo6/PKC y PP2A determinadas a partir de las bandas de transferencia Western que se muestran en
el panel a 30 h. G, H | y J) Cuantificacion relativa de las proporciones de p-ERK/ERK, p-AKT/AKT, p-PKC&/PKC y
PP2A determinadas a partir de las bandas de transferencia Western que se muestran en el panel a 36 h. Los niveles
de proteina se cuantificaron mediante densitometria y se normalizaron mediante niveles de 3-actina como control
de carga. No tratado (NT), a-Natftil-Isotiocianato (ANIT), a-Nattil-Isotiocianato + Factor de crecimiento de hepatocitos
(ANIT+HGF) y Factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), Cinasa regulada por sefiales extracelulares 1y 2 (ERK
1/2 ), Proteina cinasa B (AKT), Proteina cinasa C (PKC) y Proteina fosfatasa 2A (PP2A). Cada grupo representa
la mediana + SEM en al menos seis ratones diferentes, *p < 0.05 vs NT y #p < 0.05 vs ANIT.
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Con el fin de evaluar la respuesta de la activacion de la via de ERK 1/2, se realiz6 el
analisis de contenido proteico a través de Western blot para determinar la proliferacion
celular en los tratamientos a través de la evaluacién de la Ciclina D1y A, asi como sus
CDKs reguladoras (Cdk4 y Cdk6); también evaluamos proteinas como p21 y p27 los
cuales son inhibidores universales de CDKs, y por ultimo Aurora A en los ratones de
30h (Figura 7 A-B).

A través de las densitometrias se observo que el grupo tratado sélo con ANIT induce
el aumento CDK4, involucrada en la fase de transicion G1/S, pero no de las demas
proteinas del ciclo con respecto al control. Mientras que el grupo de ANIT+HGF
favorece el aumento de contenido de Ciclina A, p27, p21 y Aurora A con respecto al
grupo ANIT, lo que puede sugerir que la mayoria de las células se encuentran en fase

de sintesis y de mitosis (Figura 7B).
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Figura 7. HGF aumenta la proliferacion en higado con daino colestasico.

A) Analisis de Western blot de proteinas del ciclo celular favorecidas por la sefalizacion MAPK/ERK 1/2 en un
modelo in vivo, a tiempos de 6 h después de la administracion de HGF. B) Cuantificacion relativa de las proporciones
de Ciclina D1, Ciclina A, Cdk4, Cdk6, p21, p27 y Aurora A determinadas a partir de las bandas de transferencia
Western que se muestran en el panel. C) Esquema representativo de la respuesta al dafio, favoreciendo la
proliferacion, dependientes de tratamiento creado en BioRender. Los niveles de proteina se cuantificaron mediante
densitometria y se normalizaron mediante niveles de B-actina como control de carga. No tratado (NT), a-Natftil-
Isotiocianato (ANIT), a-Natftil-Isotiocianato + Factor de crecimiento de hepatocitos (ANIT+HGF) y Factor de
crecimiento de hepatocitos (HGF. Cada grupo representa la mediana + SEM en al menos seis ratones diferentes,

*» < 0.05, vs NT, #p<0.05 vs ANIT.
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Se tiene registro de que el ANIT induce estrés oxidante en las células hepaticas al
aumentar la produccion de ROS, siendo ésta una de sus principales fuentes de dafio.
Para evaluar el efecto del HGF dependiente de tiempo (30, 36 y 48 h) en un evento
colestasico, se realizé la técnica de TBARS como forma indirecta de dafio generado
por ROS, a través de la lipoperoxidacion (Figura 8A). Se logra observar de forma
evidente como el ANIT presenta un aumento de las sustancias reactivas al acido
Tiobarbiturico en todos los tiempos en comparacion con el grupo NT. Mientras que,
este tipo de dafio, en presencia de HGF (ANIT+HGF) disminuye la lipoperoxidacion a
medida que pasa el tiempo, de forma significativa hasta llegar a niveles normales. Este
resultado nos sugiere la participacion de HGF en la regulacion redox en un sistema

colestasico alto en oxidantes.
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Figura 8. HGF contrarresta la alteracion en la homeostasis redox inducida por colestasis
experimental.

A) Determinacién de la peroxidacion lipidica analizada mediante acido Tiobarbiturico reactivo sustancias (TBARS).
B) Esquema representativo del efecto ejercido por HGF en un modelo de dafio por ANIT (Disminucién de la
lipoperoxidacion dependiente de tiempo). No tratado (NT), a-Natftil-Isotiocianato (ANIT), a-Naftil-Isotiocianato +
Factor de crecimiento de hepatocitos (ANIT+HGF) y Factor de crecimiento de hepatocitos (HGF. Cada grupo
representa la mediana + SEM en al menos cinco ratones diferentes, *p < 0.05, vs NT, % % ép<0.05 vs ANIT.
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Esta registrado en la literatura que el sistema de glutation es de los principales
mecanismos de regulacion redox. Es por esto por lo que evaluamos la cantidad
proteica de varias proteinas involucradas en este sistema por Western blot a diferentes
tiempos (30 h, 36 h y 48 h).

A 30 h post administracion de HGF en ratones con colestasis inducida por ANIT, se
observo un incremento significativo en la cantidad proteica de Glutation-S-transferasas
(GSTM y GSTM2) y en y-GCS, componentes clave del sistema de glutation. Este
hallazgo sugiere una respuesta adaptativa temprana del sistema antioxidante ante la
accion del HGF (Figura 9 A-B). Sin embargo, tras 12 h adicionales (a las 36 h), se
evidencié un aumento especifico en la cantidad de Glutation peroxidasa 4 (GPx4),
mientras que las demas proteinas evaluadas no mostraron cambios significativos en
su expresion. Este incremento en la expresion de GPx4 a las 36 h podria indicar una
fase posterior de respuesta adaptativa, posiblemente relacionada con la funcion
antioxidante del glutatiéon (Figura 9 C-D). Es importante destacar que a las 48 h se
observo una disminucién notable en la expresién de y-GCS, lo que sugiere una posible
modulacién temporal en la respuesta del sistema de glutation inducida por HGF
(Figura 9 E-F). Estos resultados respaldan la hipotesis de que la administracion de
HGF desencadena una regulacién dinamica y temporal del sistema de glutatién en el

contexto de la colestasis inducida por ANIT.
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Figura 9. Efectos distintos del HGF de
respuesta antioxidante en el
sistema de glutation dependiente de

la
tiempo.

A, C, D) Andlisis de Western blot de
proteinas del sistema de glutation a
diferentes tiempos. B, D, F)
Cuantificacién relativa de las
proporciones de GSTM, GSTM2, GPx
1/2, GPx4, y y-GCS determinadas a partir
de las bandas de transferencia Western
que se muestran en el panel. Los niveles
de proteina se cuantificaron mediante
densitometria y  se  normalizaron
mediante niveles de (-actina como
control de carga. No tratado (NT), a-
Natftil-Isotiocianato ~ (ANIT),  a-Natftil-
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crecimiento de hepatocitos (HGF). Cada
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Se tienen registros que el sistema inmune al ser estimulado por diversos factores como
los acidos biliares pueden activarse y acumularse en el higado afectado por colestasis
donde a través de la accién de mediadores inflamatorios y la regulacion por citocinas,
contribuyen a la destruccion de hepatocitos y células epiteliales de los conductos
biliares, lo que puede agravar y, en algunas ocasiones, retrasar la progresion de la
enfermedad hepatica colestasica (Chen & Zhang, 2023). Por lo que decidimos evaluar
parametros de infiltrado inflamatorio en el tejido hepatico de neutréfilos y macréfagos

antinflamatorios a las 30 y 36 h.

A las 30 h, las imagenes y los analisis de densitometria revelan, como era de esperar,
que el tratamiento con ANIT favorece un aumento en el numero de células positivas a
MPO, con respecto al grupo NT, lo que podria indicar un reclutamiento significativo de
neutrofilos. Este fendmeno se mantiene también a las 36 h. Por otro lado, en el
cotratamiento con HGF a 30 y 36 h, observamos que el numero de células positivas
es estadisticamente menor en comparacion con el grupo tratado solo con ANIT (Figura
10). Esto sugiere que el HGF podria estar modulando la respuesta inflamatoria al
reducir el reclutamiento de neutréfilos, o que a su vez podria tener implicaciones

positivas en la reduccion del daio hepatico asociado con la colestasis.
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Figura 10. HGF puede reducir la inflamaciéon hepatica inducida por ANIT al inhibir el
reclutamiento de neutréfilos.

A) IF para MPO (verde-30 h y rojo-36 h) Dapi (rojo-30 h y azul-36 h, respectivamente). B) Grafico de células
positivas observadas por campo. Las imagenes son representativas de al menos 3 animales de experimentacion.
Las imagenes son representativas de al menos 4 animales experimentales y se presentan a un aumento original
de 400x. Los histogramas muestran el promedio * error estandar de la media (SEM), *p < 0.05, vs NT 30 h, %p <
0.05, vs NT 36 h, #¥p<0.05vs ANIT 30 h y ¥p<0.05 vs ANIT 36 h.
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A lo largo de los afos, numerosos estudios han confirmado que los macrofagos
pueden activarse tras dafnos intrahepaticos o extrahepaticos, lo que resulta en la
liberacion de especies reactivas de oxigeno y la produccidn de citocinas pro o
antiinflamatorias. Esta activacién puede inducir vias de sefalizacion cruciales, como
las MAPK en los hepatocitos. Por esta razén, decidimos evaluar los efectos de los
macrofagos mediante el uso de un marcador especifico para macréfagos
antinflamatorios (Chen & Zhang, 2023; Kim et al., 2017; Lou et al., 2014; Mulder et al.,

2009).

Los resultados mostraron que, a las 36 horas, ANIT induce el reclutamiento de
macrofagos M2, especialmente en las areas necréticas del tejido, en comparacion con
el control, donde la cantidad de células positivas al marcador es minima (Figura 11B).;
aunque estas células estan presentes, su localizacion se limita unicamente a la vena
central. En contraste, nuestro cotratamiento provoca un aumento exacerbado en el
reclutamiento de estos macréfagos, no solo en las areas de dafio necrético, sino que

su localizacion se concentra principalmente en la triada portal (Figura 11).

Este patrén de distribucion podria indicar un papel activo de los macréfagos M2 en la
respuesta reparativa del tejido hepatico, sugiriendo que estos podrian estar
contribuyendo a procesos de regeneracion y antiinflamacién en las zonas dafadas.
Ademas, la mayor acumulacién en la triada portal podria reflejar un intento del sistema
inmune de restaurar la homeostasis en areas criticas del higado, donde se encuentran

los conductos biliares y los vasos sanguineos importantes para la funcion hepatica.
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Figura 11. HGF puede reducir la inflamaciéon hepatica inducida por ANIT al modular el
reclutamiento de macréfagos anti-inflamatorios.

A) Muestra IHC positivas para el marcador CD163 a 36 h. B) Densitometria del Nimero de células marcadas por
CD163.Las imagenes son representativas de al menos 4 animales experimentales y se presentan a un aumento
original de 200x. Los histogramas muestran el promedio * error estandar de la media (SEM), *p < 0.05, vs NT, p
< 0.05, vs ANIT 36 h.
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10. Discusién
La colestasis intrahepatica se caracteriza por ser una enfermedad aguda que causa

alteraciones generalmente en el higado y la vesicula biliar. Se ha reportado que a nivel
macroscopico el higado desarrolla hepatomegalia y existe un cambio de coloracion en
el parénquima hepatico debido al dafo producido por la retencion de bilis, lo que
favorece la presencia de eventos proinflamatorios y a su vez la muerte de hepatocitos

y colangiocitos por necrosis (Liu et al., 2022; Salas-Silva et al., 2022).

Nuestros datos mostraron estas caracteristicas en el modelo de ANIT desde las 30 h
de haber iniciado el tratamiento; al mismo tiempo, se corroboré mediante la evaluacion
macroscopica, histoléogica y de pruebas bioquimicas en suero. Los resultados
obtenidos en este punto nos indican que la administracion de HGF favorece la

reversion del dafo a nivel hepatico desde tiempos cortos de 6 h.

Con el fin de continuar evaluando los efectos del tratamiento, observamos en los cortes
tefidos con H&E a las 30 h que no se presentaban cambios drasticos en el parénquima
hepatico, como necrosis extensa o un incremento notable en el infiltrado inflamatorio.
Sin embargo, se detectaron alteraciones en la morfologia nuclear, lo que nos llevé a
cuantificar el porcentaje de células que presentaban tres tipos de nucleos asociados a
diferentes estados celulares: nucleos picnéticos, indicativos de células en proceso de
muerte, nucleos en regeneracion y nucleos normales, en los tiempos de 30, 36 y 48 h.
Los resultados sugieren que el daino inducido por agentes como ANIT activa una serie
de mecanismos que incluyen tanto apoptosis como proliferacion celular, en un intento

del higado por compensar el dafio.
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Por otra parte, el aumento de nucleos picnéticos en el grupo ANIT, especialmente a
las 36 y 48 h, sugiere una apoptosis activa como respuesta al dafio inducido por ANIT,
un agente colestasico conocido por provocar necrosis y estrés oxidativo en los
hepatocitos. La picnosis, caracterizada por la condensacion de la cromatina y la
fragmentacién del nucleo, es un marcador claro de apoptosis (Schwabe & Luedde,
2018). La muerte celular hepatica en este contexto puede estar mediada por vias de
senalizacion inflamatorias, y por la acumulacion de acidos biliares téxicos, que inducen
estrés del reticulo endoplasmico y mitocondrial, contribuyendo a la muerte celular,

principalmente(Malhi & Gores, 2008; Malhi et al., 2010; Schwabe & Luedde, 2018).

Por otro lado, el aumento de nucleos en regeneracion en el grupo de co-tratamiento
con HGF es consistente con el papel bien documentado de HGF como un factor
promotor de la proliferacion hepatocelular (Zhao et al., 2022). EI HGF es conocido por
su capacidad de activar la via de senalizacion MAPK/ERK, la cual es crucial para la
proliferacion y regeneracion hepatica. Este aumento en nucleos en regeneracion,
especialmente a las 36 h, sugiere que el co-tratamiento con HGF esta promoviendo la
proliferacion celular como una respuesta regenerativa ante el dafio hepatico inducido

por ANIT.

El hecho de que en las etapas mas tardias (48 h) el numero de nucleos picnéticos siga
aumentando en el grupo ANIT, mientras que en el co-tratamiento con HGF se
mantengan en niveles mas bajos, podria indicar que el HGF esta atenuando la
progresion de la muerte celular, promoviendo la regeneracion y protegiendo

parcialmente los hepatocitos del dafo irreversible.
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Una parte fundamental del lobulillo hepatico son los sinusoides, ya que son
componentes clave del microambiente hepatico, y responden a diversos estimulos en
situaciones de dafio hepatico o estrés metabdlico, alterando su tamafo en funcion de

la severidad de la patologia (Lu, 2022; Ortega-Ribera et al., 2020).

Un aumento en el area sinusoidal, como el observado en el grupo tratado con ANIT a
las 36 y 48 h, podria estar relacionado con una respuesta inflamatoria. Este fendmeno
ha sido asociado con la activacién de células de Kupffer y el reclutamiento de
leucocitos al espacio sinusoide, lo cual promueve el ensanchamiento de estos vasos
para facilitar el trafico celular(Ortega-Ribera et al., 2020). Estudios recientes indican
que el agrandamiento de los sinusoides es una respuesta adaptativa frente al dafo
hepatocelular, buscando facilitar la llegada de células inmunitarias que intentan reparar

el tejido danado (Lu, 2022).

Por otro lado, el hecho de que el grupo de co-tratamiento con HGF presentara una

disminucién del area de los sinusoides a las 36 y 48 h podria estar relacionado con el

papel modulador del HGF sobre la respuesta inflamatoria y la regeneracion hepatica.

Ademas, estudios recientes sugieren que el HGF promueve la reparacion del endotelio

sinusoidal, lo cual podria evitar el ensanchamiento patolégico de estos vasos

(Mungunsukh et al., 2014).

En cambio, la falta de cambios significativos en el grupo NT y en el grupo HGF podria

indicar que estos tratamientos no generan un estrés suficientemente elevado para
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alterar la estructura sinusoidal, lo que se alinea con estudios que demuestran que los

sinusoides mantienen su estructura normal en condiciones de equilibrio hepatico.

El infiltrado inflamatorio es uno de los puntos principales cuando hablamos de la
distencion sinusoidal, es por eso que nosotros propusimos estudiar a dos células

importantes en este sistema: Los neutrdéfilos y los macrofagos.

Se tiene bien reportado que los neutrofilos desempefan un papel fundamental en la
respuesta inmune innata, especialmente en situaciones de dafo tisular como la
colestasis inducida por ANIT (Dahm et al., 1991; Hill & Roth, 1998; Lopez-Ramirez et
al., 2022) Su activacion se acompafna de la produccién de especies reactivas de
oxigeno, que aunque son eficaces en la eliminacion de patdégenos, también pueden
provocar dafio colateral a las células sanas del higado (Sun et al., 2024). Este
fendmeno es critico, ya que el dafio mediado por neutréfilos puede contribuir a la
progresion de la colestasis, estableciendo un circulo vicioso donde la inflamacion

perpetua la lesion hepatica.

La persistencia de neutréfilos en el tejido, si bien es un indicativo de la lucha del
sistema inmune contra el dafio, también puede sugerir un fallo en los mecanismos de
resolucién de la inflamacion. Sin embargo, su reclutamiento sostenido puede ser un
signo de que los procesos de resolucién estdn comprometidos, lo cual es un aspecto

critico en el manejo de enfermedades hepaticas.

Por otro lado, el hallazgo de un aumento significativo en el reclutamiento de

macréfagos M2 en areas de necrosis es notable. Estos macréfagos no solo actuan
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como células efectoras en la eliminacion de detritos celulares, sino que también
desempefian un papel crucial en la modulacion de la respuesta inflamatoria y su
capacidad para secretar citoquinas antiinflamatorias y factores de crecimiento puede
ser crucial para la recuperacion del tejido hepatico (Bruneau et al., 2022). La
localizacion predominante en la triada portal sugiere que estan involucrados en la
regulacion de la homeostasis biliar y vascular, lo cual es esencial en el contexto de la

colestasis, como un tipo de respuestas inmunitarias adaptativas (Shan & Ju, 2020).

Este fendbmeno podria indicar un cambio hacia una respuesta reparativa, donde los
macrofagos M2 intentan mitigar el dafio infligido por la respuesta inflamatoria inicial.
Sin embargo, la interaccién entre neutréfilos y macrofagos es compleja; Se tiene bien
reportado que los neutrdéfilos pueden facilitar la activacion de macréfagos y activar
respuestas proinflamatorias (Gujral et al., 2003), pero, por otro, grupos de investigacion
han identificado una interaccion neutroéfilo-macrofago previamente no apreciada que
facilita la regeneracion y reparacion del higado, lo que las convierte en una parte

integral del ajuste fino de la reparacion tisular (Chen et al., 2024; Yang et al., 2019).

También, se observo que para mitigar la acumulacion de acidos biliares y preservar la
integridad de los hepatocitos frente a posibles dafios severos se desencadenan
diversos mecanismos adaptativos a través de la sefalizacién iniciada por el HGF/c-
MET. El HGF una vez que se une a su receptor c-MET favorece la activacién de la via
MAPK/ ERK 1/2, esto a través de analisis protedmicos a tiempos de tratamiento de 6h;
por lo tanto, se hipotetizd6 que esta via es la que dirige todos estos eventos

anticolestasicos y de reversién del dafio.
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También se evalué el contenido de PP2A, una fosfatasa inhibidora de esta via, la cual

encontramos a la baja, lo que significaria que el modelo de dafio genera su disminucién

con el objetivo de que aumente la sefalizacion de la via de las MAPcinasas y por lo

tanto, también la activacién de factores de transcripcion como NRF2, y la transcripcion

de sus genes blancos involucrados en la respuesta redox, importante en un sistema

prooxidante como el nuestro.

Por otro lado, se observo también que, a las 36 h de tratamiento, esta misma via esta
involucrada en los ratones tratados solo con el agente colestasico, posiblemente a que
la célula realiza esfuerzos desesperados como ultimo recurso para evitar un dafio a

través de la via ERK 1/ 2 /PKCJ.

Se ha documentado exhaustivamente que la activacion de esta cascada de
sefalizacion incide directamente en la regulacion de genes claves que orquestan

diferentes respuestas celulares de proteccion (Guégan, 2012)

La interconexion intrinseca entre la sefalizacion de ERK 1/2 y diferentes procesos
celulares como la proliferacion constituye un eje central en nuestro analisis; Es por eso
que analizamos diferentes proteinas clave del ciclo celular. Nuestros hallazgos
sugieren un aumento observado en las proteinas p27 y p21 en el grupo ANIT+HGF a
30 h, esto podria ser una respuesta adaptativa para contrarrestar el estrés celular y el
dano inducido por ANIT, ya que estas proteinas tienen roles importantes en la

regulacion del ciclo celular y la detencién de la proliferacion, por lo que su aumento
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podria estar relacionado con un intento de detener la progresion del ciclo celular en las
células danadas, evitando asi la proliferacion descontrolada y promoviendo la

reparacion del tejido hepatico.

Al mismo tiempo, el aumento del contenido de las proteinas Ciclina A y Aurora A
sugieren el aumento de las células en fase S y M del ciclo celular en el grupo de co-
tratamiento, lo cual puede ser esencial para compensar el dafo y recuperar la
homeostasis tisular. Esta respuesta compensatoria podria ser crucial para restaurar la

funciéon hepatica y promover la recuperacion del tejido afectado por la colestasis.

La activacion de la via por HGF/c-Met no solo se ha visto que desencadena
proliferacion como evento de proteccion, sino que también se ha registrado que
favorece un impacto significativo en la regulacion de genes implicados en la
homeostasis redox (Casas-Grajales, 2015). Entre estos sistemas, el de glutation

emerge como un componente crucial en la defensa antioxidante intracelular.

El analisis temporal de las proteinas antioxidantes revel6 patrones dinamicos en su
expresion a lo largo del tiempo. A las 6 h después de la administracion de HGF en
ratones con colestasis inducida por ANIT, se observo un incremento significativo en
las Glutation-S-transferasas (GSTM y GSTM2) y en y-GCS, indicando una respuesta
adaptativa inicial del sistema antioxidante. Posteriormente, a las 36 h, se detectd un
aumento especifico en la expresion de Glutation peroxidasa 4 (GPx4), mientras que
las demas proteinas evaluadas no mostraron cambios significativos. Esta respuesta
sugiere una fase posterior de adaptacion antioxidante, posiblemente relacionada con

la funcién de GPx4 en la eliminacion de especies reactivas de oxigeno. Sin embargo,
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alas 48 h, se observé una disminucion notable en la expresion de y-GCS, lo que podria
indicar una regulacion negativa o una modulacion temporal en la respuesta del sistema
antioxidante. Estos resultados destacan la complejidad temporal de la respuesta de
las proteinas antioxidantes ante la administracion de HGF en el contexto de la
colestasis inducida por ANIT, como lo reporta, ya que como se ha reportado
previamente en diferentes sistemas, ANIT es un agente altamente oxidante (Salas-

Silva, 2022; Lopez-Ramirez, 2022).

No obstante, es necesario llevar a cabo mas experimentos que incluyan técnicas
inmunohistoquimicas e inmunofluorescencia para confirmar proliferacién, asi como la
evaluacion del cociente de glutation reducido y oxidado, para obtener un mayor

conocimiento acerca del mecanismo de dafo y proteccion del HGF.

11. Conclusion

El HGF muestra un papel multifuncién que interactua con varias dianas celulares
ejerciendo su efecto hepatoprotector a través de la activacion de la via ERK 1/2,
promoviendo tanto la proliferacion celular como la regulacion del sistema antioxidante
de glutation. Esto contribuye a mitigar los efectos negativos de la colestasis
experimental inducida por ANIT, reduciendo la necrosis y la modulacion del infiltrado

inflamatorio generado por la produccion de ROS.
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