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RESUMEN

La colestasis es un sindrome asociado a una reduccién total o parcial del flujo biliar
que llega al duodeno, producto de un bloqueo mecanico que impide su paso a traves
de las vias biliares intra o extrahepaticas (colestasis obstructiva) o a alteraciones
hepatobiliares de los mecanismos hepatocelulares o ductulates de formacién de bilis

(colestasis funcional).

Debido a su frecuente gravedad y las limitadas alternativas terapéuticas con que se
cuenta, tanto en numero como en eficacia, es necesario realizar estudios con
moléculas potencialmente terapéuticas que permitan evitar o contrarrestar el dafo
ocasionado por esta patologia. Tal es el caso del factor de crecimiento hepatocitos
(HGF), el cual es un factor de crecimiento con potentes efectos antioxidantes,
proliferativos, antiapoptoticos, y de motilidad, por mencionar algunos. Esto lo hace
activando diversos factores de transcripcién, como Nrf2, el cual regula el estado

redox de la célula a través de sus genes blanco.

En el presente estudio, se evalué la capacidad anticolestasica de HGF ante el dafio
por ANIT (un conocido modelo de colestasis), y se indagé la activacion de Nrf2 como

un posible factor clave en los efectos anticolestasicos de HGF.

Se observd que HGF tiene claros efectos anticolestasicos, ya que restablecio los
niveles séricos de las pruebas bioguimicas de integridad hepética e indujo una
mejora en las lesiones histolégicas hepaticas ocasionadas por ANIT. Esto se debe a
gue el HGF produjo un aumento en la expresion de transportadores basolaterales y

canaliculares de exportacion y enzimas antioxidantes que son activadas por Nrf2.
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Nuestros resultados permiten proponer por primera vez a HGF como un agente

anticolestasico altamente eficiente.
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ABSTRACT

Cholestasis is a condition associated with a full or partial reduction in the bile flow that
reaches the duodenum, caused either by a mechanical blockage impeding the normal
flow of bile through the intra- and extrahepatic bile ducts (obstructive cholestasis) or
due to alterations on the hepatocellular or ductular mechanisms of bile formation

(functional cholestasis).

Since it is an often a serious health condition with limited therapeutic options both in
number and efficacy, it is necessary to carry out studies with potentially therapeutic
molecules that could prevent or counteract the damage generated by this pathology.
Such is the case of hepatocyte growth factor (HGF), a growth factor with powerful
antioxidant, proliferative, anti-apoptotic and motility-stimulating effects, among others.
To perform these effects, this growth factor requires activation of many transcription
factors, including Nrf2, which regulates, through its target genes, the redox balance

within the cell.

In this study, we evaluated the anti-cholestasic capacity of HGF to counteract the
damage caused by ANIT (a well known model of cholestasis), and also the activation

of Nrf2 as a putative key factor in the anti-cholestatic HGF effect.

We observed that HGF has clear anti-cholestasic effects, because serum biochemical
markers of liver integrity were improved, and liver histological ANIT injury decreased.

This could be explained because this growth factor produced an enhancement in the



expression of basolateral and canalicular efflux transporters and of antioxidant

enzymes induced by Nrf2.

Our results allow us to propose HGF as a highly efficient anti-cholestasic agent for

the first time.
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1 INTRODUCCION

1.1 GENERALIDADES

El higado desempefia funciones que se requieren para mantener la homeostasis del
organismo, tal es el caso de la regulacion que ejerce sobre el metabolismo de
carbohidratos, lipidos, bilirrubina, la sintesis de proteinas, &cidos biliares y hormonas.
También, es el érgano donde se almacenan multiples sustancias como la glucosa en
forma de glucégeno, la vitamina B12, la vitamina A, el hierro y el cobre, entre otras.
Otra de sus funciones importantes es la de biotransformar agentes xenobidticos, la
fagocitosis de bacterias, el balance acido-base y diversas funciones

inmunorreguladoras (1).

1.2 MORFOLOGIA Y ORGANIZACION HEPATICA

Un concepto Gtil para entender la organizacién estructural del higado es el del
lobulillo hepético. La sangre circula desde las vénulas portales hasta la periféria,
atravesando los sinusoides hepaticos hasta llegar a la vena central. Las vénulas
portales, los conductos biliares terminales y las arteriolas hepaticas se disponen
formando una triada o espacio portal, como se observa en la Figura 1 (2). Los
sinusoides hepaticos, llevan la sangre mezclada de las ramas terminales de la vena
porta hasta la vena central para sintetizar las sales biliares. El parénquima hepatico
esta conformado por un 78% de hepatocitos, 2.1% de macréfagos hepaticos (células

de Kupffer), 2.8% de células endoteliales y 1.4% de células estelares (1).



Lobulillo hepatico

Canaliculo biliar

Colangiolo

Arteria
. hepética

Cordones de
hepatocitos y
sinusoides

Espacio portal
Modificada de Treyer et al., 2013

Figura 1. Representacion del lobulillo hepatico y direccion del flujo sanguineo y biliar.

1.3 EL HEPATOCITO

Los hepatocitos constituyen el principal tipo celular del higado, y pueden ser
consideradas como las células efectoras clave, debido a que la mayoria de las
funciones hepaticas son realizadas por éstas (3). Dichas células se encuentran
polarizadas, con dominios luminales separados por uniones estrechas de los
dominios laterales, dedicados a la adhesién célula-célula, y de los dominios basales,
gue interactdan con la matriz extracelular subyacente. Los hepatocitos se distinguen

de otros epitelios no estriados por su organizacion multipolar. Cada hepatocito



cuenta con un estrecho lumen de canaliculos biliares, y tiene multiples superficies

basales que enfrentan el revestimiento endotelial (4).

1.4 CANALICULO BILIAR

Los dominios canaliculares de los hepatocitos se desarrollan en el perimetro de las
células, en los sitios de contactos laterales célula-célula, a través de las uniones
estrechas al igual que los dominios apicales del hepatocito (Figura 2). El canaliculo
puede ser compartido con mas de una célula vecina, y puede rodear todo el
perimetro del hepatocito. In vivo, el tamafio canalicular es relativamente pequefio en
comparacion con el alcanzado en los sistemas modelo de cultivo de tejidos hepaticos.
Representa el 13% del area total de la superficie de los hepatocitos. Un aspecto
notable de la estructura canalicular es su alta tasa de recambio, que ha sido
estimada en un 10% por minuto para la hemimembrana exterior, presumiblemente
debido al hecho de que la liberacion de vesiculas de fosfolipidos de la membrana

canalicular es la fuente principal de los fosfolipidos liberados en la bilis (4).

Polarizacion "simple" Polarizacion de los hepatocitos

Modificada de Benedicto et al., 2012

Figura 2. Representacion grafica y por microscopia electronica de transmision del
canaliculo biliar, el cual se encuentra sellado por unions estrechas.
TJ, "tight junctions"; CB, canaliculo biliar.



El hepatocito expresa sistemas de transporte diferenciales en sus dominios de
membrana plasmatica. Estos transportadores desempefian un papel clave en la
transferencia de solutos y agua desde el sinusoide y la sangre, lo que contribuye a la

formacion de bilis y la excrecion biliar de muchos xenobiéticos (5).

1.5 TRANSPORTADORES ABC

La bilis es una mezcla compleja que incluye sales biliares, fosfolipidos de membrana
(como la fosfatidilcolina), colesterol y varias toxinas endobibticas y xenobioticas.
Cada uno es excretado a través de la membrana canalicular del hepatocito por
diferentes transportadores ABC ("ATP-binding cassette"). Las sales biliares son
esenciales para la emulsificacibn de la grasa dietaria y vitaminas lipofilicas,
necesarias para su digestion y absorcion. Se sintetizan a partir del colesterol en el
hepatocito por medio de la enzima CYP7Al y se secretan por la bomba de
exportacion de sales biliares (BSEP o Abcb11), que impulsa el flujo de bilis y es el

punto de partida para la circulacion enterohepética (6).

Los principales transportadores con los que cuenta el hepatocito en particular, son
los que pertenecen a la familia de proteinas multidrogo-resistentes (MDR/Mdr) y a la
familia de proteinas asociadas a las multidrogo-resistentes (MRP/Mrp) (5). Estos
transportadores tienen diferentes localizaciones dependiendo de la funcién que

realicen, es decir si son de captaciéon o de excrecién (Figura 3).



Por lo tanto, estos transportadores son el principal factor determinante en la

capacidad general del tejido hepatico para secretar la bilis y para desintoxicarlo de

e
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Figura 3. Canaliculo biliar y localizacién de transportadores dependiendo de su funcion.

endo y xenobioticos (7).
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1.6 COLANGIOCITOS

El arbol biliar es un complejo de redes tridimensionales de conductos tubulares de
varios tamafios y propiedades, el cual estd formado por colangiocitos. Los
colangiocitos son una poblacion altamente dinAmica y heterogénea de células
epiteliales. Su funcion fisiolégica es modificar la composicion de la bilis que es

transportada a lo largo del arbol biliar. Las modificaciones de la bilis ocurren a través



del transporte coordinado de iones, solutos, y agua a través de las caras apical y

basolateral del colangiocito (8).

1.7 COLESTASIS

Debido a sus mudltiples funciones, el higado es altamente susceptible a dafio pro-
oxidante inducido por condiciones patologicas. ElI estrés oxidante es una
caracteristica comun en muchas hepatopatias, como el dafio por isquemia-
reperfusion, hepatectomia parcial o trasplante de higado, asi como por virus, toxicos,
hepatitis, esteatohepatitis alcohdlica y no alcohdlica, patologias por acumulacién de

metales pesados y colestasis (7).

La literatura indica que un desafio oxidante afecta la maquinaria secretora de los
hepatocitos al afectar el flujo biliar enddégeno y de xenobidticos (7). La colestasis es
una enfermedad donde la secrecion normal y el flujo de la bilis desde los hepatocitos
al arbol biliar y, en ultima instancia, a los 6rganos digestivos, se altera, lo que resulta
en la acumulacién excesiva de los componentes de la bilis en el higado y suero,
causando dafio en el tejido hepatico. Puede ocurrir por acumulacién de toxinas o por
mutaciones genéticas en los transportadores donde los hepatocitos pierden su
capacidad de transportar y excretar los diferentes componentes de la bilis al espacio
canalicular, o, alternativamente, a partir de una obstruccidn fisica el flujo de bilis se
presenta fuera del tejido hepético (4). Algunas de las enfermedades asociadas a la
mutacion de transportadores canaliculares es la colestasis intrahepatica familiar
obstructiva (PFIC) 1, 2 y 3, por mutacion en los transportadores ATP8B1, ABCB11 y

ABCB4 respectivamente, por mencionar algunas (6).



Los hepatocitos colestasicos intentan limitar la acumulacion intracelular de acidos

biliares induciendo su exportacion basolateral (9), a través de transportadores ABC

(7).

1.8 a-NAFTIL-ISOTIOCIANATO

Un modelo de colestasis muy utilizado es el que se produce en roedores a los que se
les administra a-naftil-isotiocianato (ANIT) en forma subaguda (48 h o mas de
exposicion al téxico) (10). ANIT requiere de pasos metabdlicos para ejercer su efecto
colestasico. ANIT es destoxificado en el hepatocito por su conjugacién con el
glutation (GSH). ElI complejo ANIT-GSH es transportado por Mrp2 a la bilis, donde
ANIT se disocia del GSH. La liberaciéon de ANIT dafa progresivamente a las células
epiteliales de los conductos biliares debido a su reciclaje a través de ciclos repetidos
de conjugacién con GSH y subsecuente excrecidon biliar, causando colangitis con
fibrosis periductular y estenosis oclusiva de los conducto biliares intrahepaticos
(colangitis esclerosante) (11, 12). ANIT causa también muerte de hepatocitos y
colangiocitos por necrosis y apoptosis tanto por accion tdxica directa, como
indirectamente a través de la generacion de inflamacién intensa asociada a la
infiltracion de neutrdfilos alrededor de los hepatocitos y los conductos biliares, el
estado inflamatorio lleva a la produccién de especies reactivas del oxigeno, que
puede también provocar la muerte de hepatocitos y colangiocitos, con la
correspondiente formacion de debris celular obstructiva (13), a lo cual se adiciona la
muerte celular por el efecto necrotico y proapoptético de los acidos biliares retenidos

por el proceso obstructivo (14). Finalmente, ANIT causa, a partir de las 7 horas de



administrado in vivo, un aumento de la permeabilidad paracelular, con regurgitacion
de los componentes biliares en el sistema vascular a través de las uniones estrechas
intercelulares, lo cual contribuye a la disipacion del gradiente osmaotico canalicular

gue impulsa la formacion de la bilis (15).

Ademas de estos mecanismos subagudos de colestasis, el ANIT puede también
provocar colestasis aguda, a través de efectos toxicos directos sobre los hepatocitos.
Cuando se administra a higados aislados y perfundidos, provoca un descenso del
flujo biliar a partir de los 35 min de la infusién, debido a alteraciones
hepatocanaliculares que afectan la excrecion de acidos biliares, sin alteraciones
aparentes de su captacion ni de su retencion canalicular (permeabilidad paracelular

normal), ni evidencia alguna de obstruccion biliar (16).

Mecanismo de daiio por ANIT

Fase temprana (<48h) Fase tardia (48-72h)

Alteraciones - -
Dafio obstructivo

funcionales
Alteracion en la "
. Dafio a los
funcion de los colangiocitos
transportadores e
Aumenta la Necrosisy
permeabilidad descamacion a
paracelular lumen biliar
Obstruccion biliar
Figura 4. Mecanismo de dafio por ANIT. Hiperproliferacién
tardiade ductos
biliares




1.9 ESTRES OXIDANTE EN COLESTASIS

Hay evidencia de que el estrés oxidante inducido de forma aguda es colestasico,
mediante la descripcion de los mecanismos subyacentes a la insuficiencia de
excrecion de los hepatocitos, incluyendo la desorganizacion del citoesqueleto de
actina y sus consecuencias mas notables, es decir, el deterioro de las uniones
estrechas y la internalizacion endocitica de transportadores canaliculares, relevantes

para la formacion de la bilis (5, 7) (Figura 5).

Uniones
estrechas

Modificada de Roma et al., 2008

Figura 5. Internalizacion de transportadores debido a la presencia de estrés oxidante.

SB, Sales biliares; GSSG, Glutation



También, el dafio tisular inicial generado por el estrés oxidante estimula el
reclutamiento de células inflamatorias que producen mas especies reactivas de
oxigeno, que a su vez provocan oxidacion de proteinas, lipoperoxidacion, activacion
de células estelares (lo que eventualmente podria ocasionar fibrosis) y muerte celular
(17) (Figura 6). Estudios han demostrado la presencia de estrés oxidante en los
higados de humanos con colestasis. Se ha demostrado in vitro que los acidos biliares
producen la muerte de los hepatocitos por mecanismos que dependen de las

especies reactivas de oxigeno (18).

Hepatocito

® & ® o ©
! — p—
<> \

& /// e
| \ “ Muerte '
( Mediadores | \ calilar EROs Muerte
‘ proinflamatorios  gros \ 4 celular
Acidos biliares N’ " DAMPS v
R ¢ A Productos de =
ﬁ Lipoperoxidacion Cltacinas y
— e S / u
1 Neutréfilo e —— Rl S
Colestasis ; \ Quimiotaxis
Célulaestelar v
- < ,
o w —» Colageno s Fibrosis
o

Modificada de Copple Bryan L. et al., 2010.
Figura 6. Dafo hepatico producido por colestasis.

EROs, Especies reactivas de oxigeno; DAMPS, Moléculas
patron asociadas a dafio molecular
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1.10 FACTOR DE CRECIMIENTO DE HEPATOCITOS (HGF)

El dafio al higado desencadena un proceso de reparacion inmediato, el cual es
mediado por algunas citocinas observadas en colestasis, tales como el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), el factor de crecimiento transformante (TGF)
B-1, el factor de necrosis tumoral (TNF)-a (19) y factores de crecimiento, dentro de
los cuales se destaca el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF). Este factor es
producido por las células estelares y endoteliales (20, 21), y ejerce sus funciones a
través de su receptor anclado a la membrana, llamado c-Met, siendo un receptor con
actividad de tirosina-cinasa (2, 21). Como se muestra en la Figura 7, la unién del
ligando al receptor lleva a la autofosforilacion de las tirosinas 1230, 1234 y 1235,
localizadas dentro del bucle de activacion del dominio catalitico con actividad de
cinasa de tirosina. Adicionalmente, la fosforilacién de los residuos 1313, 1349 y 1356
le generan un sitio de anclaje (“docking site”) para el reclutamiento de proteinas
adaptadoras o ejecutoras de la transduccion de sefiales. Particularmente, la
fosforilacion en la tirosina 1313 genera un sitio de union preferido por la fosfoinositol
3-cinasa (PI3K), mientras que en el sitio de unién multisustrato de las tirosinas 1349,
y 1356, se activan proteinas como Shc, Src, Gabl, Grb2, SHP2, fosfolipasa C-y
(PLC-y), entre otras (22), involucradas en la iniciacion de la sefalizacion intracelular

(20, 23).

La respuesta antioxidante del HGF, y sus otras funciones candnicas como la
proliferacion, anti-apoptosis y la mitogénesis, se desencadenan por la interaccion de

HGF a su receptor c-Met. Mas pruebas han demostrado que la abrogacion de la
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sefalizacion de c-Met, por interferencia génica del receptor conduce a la progresion
o0 agravamiento de manifestaciones patologicas asociadas al estrés oxidante, en
particular la fibrosis, la apoptosis mediada por receptores de muerte y la
hepatocarcinogénesis inducida por productos quimicos; en todos los casos, ratones
inactivados génicamente (KO) para c-Met exhibieron estrés oxidante, incluso en

ausencia de cualquier otro estimulo (24).

MOTILIDAD
CELULAR

PROLIFERACION
Y CRECIMIENTO

ANTI-APOPTOTICOS

Bel-2 Bel-XL :
_d DIFERENCIACION

l ’ ANTIOXIDANTES ONCOGENESIS

PROLIFERACION

CRECIMIENTO CELULAR
SOBREVIVENCIA

Figura 7. Via de sefializacion del factor de crecimiento de hepatocitos (HGF)

(Tomado de Palestino-Dominguez et al., 2012)
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1.11 NRF2

La via de HGF/c-Met puede controlar el estrés oxidante regulando el estado redox
basal de la célula. Esto se demostrd en ratones KO para c-Met, donde la pérdida de
este receptor en el higado causé una desregulacién de genes involucrados en la
respuesta antioxidante. Entre ellos, se encuentra el factor de transcripcion Nrf2
nuclear factor-erythroid 2 p45-related factor 2), que regula en el higado la expresion
de una amplia gama de genes antioxidantes y citoprotectores, como los que codifican
a la NADPH deshidrogenasa, quinona 1 (NQO1), la gama-glutamil cistein sintetasa
(y-GCS), la glutation S-transferasa (GST), la hemo-oxigenasa 1 (HO1), y la
uridinadifosfato glucuroniltransferasa (UGT), transportadores como Mrp2, Mrp3, Mrp4,

Bsep, OATP, OSTa, y otras enzimas como Cyp7aly Cyp8bl (25, 26).

En condiciones normales, Nrf2 reside en el citoplasma, formando un complejo
inactivo con su inhibidor Keapl, una proteina adaptadora para la ligasa Cullin3 que
media la degradacion proteosomal de Nrf2. Después de un estimulo mediado por
especies reactivas de oxigeno, residuos de cisteina especificas en Keapl se oxidan,
liberando a Nrf2 que migra al nucleo para iniciar la transcripcion de enzimas
antioxidantes de fase II, involucradas en sintesis de glutation y de fase |Ill,

involucradas en la destoxificacion, como los transportadores ABC (26).

13



Estrés
oxidante ~ _— =

= T
< e
\\.
’ \\ N\
B
GSH sintetasa
GST

gGCS
// P NQO-1 \

/ N HO-1 \

(o ’ UGT \
y, \o Aj _L f}?“ ® \
% % = Transportadoras '
- ( 2 - Mrp2 |
- Mrp3 |
- Mrp4 /
- Bsep /

s ~J

o e?’

'S
X

\ ) \\ - OATP
\, @ Nicleo - -0OSTa /
D, e /

<

Citocromos:  /
-Cyp7al
- Cyp8b 1{/"/

Citoplasma o

Modificada de Lee et al., 2012

Figura 8. Genes blanco del factor de transcripcién Nrf2

En resumen, la colestasis, resulta de la falla en el flujo biliar, la cual se origina por
distintas causas, ya sea por defectos en las proteinas transportadoras ubicadas en la
membrana del canaliculo biliar o por impedimento mecéanico al flujo de bilis. Esto
origina dafo al higado, el cual inducira la liberacion de HGF, el cual activa Nrf2, y
éste, sus genes blancos para generar la respuesta antioxidante a través de la
induccion de enzimas antioxidantes, y enzimas de detoxificacibn de fase |
(citocromos), de fase Il (conjugacién) y de fase Il (transportadores de exportacion),

para asi contrarrestar el dafio oxidante.
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2 ANTECEDENTES

Nrf2 induce la expresion de GST y a transportadores hepatocelulares como Mrp2,
Mrp3, Mrp4, y BCRP (7). La expresion de Mrp2 inducida por Nrf2 incrementa la
excrecion de sales biliares y componentes conjugados con glutation, como
hidroperoxidos de ADN vy lipidos. Ademas, Nrf2 constituye un sistema de defensa
contra el estrés oxidante generado en el higado por modelos experimentales tanto de
colestasis extrahepatica como intrahepética. Nrf2 es necesario para la regulacion al
alza de las bombas basolaterales de eflujo de sales biliares que contrarrestan los
efectos deletéreos de la acumulacion hepatocelular de sales biliares en la colestasis,

como parte de la respuesta adaptativa contra esta condicion (7).

Nuestro grupo demostré6 que HGF/c-Met desencadenan vias de sefializacion que
llevan a la activaciéon de Nrf2, incluyendo la fosforilacibn de este factor de
transcripcion Nrf2 mediada por PKC y la oxidacion de cisteinas en Keapl (represor
de Nrf2) debido a la generacion de ERO generadas principalmente por la NADPH
oxidasa. La respuesta mediada por Nrf2 aumenta la expresiébn de enzimas
implicadas en la transformacioén, la desintoxicacion y el transporte de xenobibticos;
asi como proteinas relacionadas con la defensa antioxidantes, incluyendo genes

como: NQO1, GSH y y-GCS (26).

HGF/cMet induce vias de sefializaciébn importantes para la reparacion tisular en
colestasis. Giebeler y colaboradores demostraron que ratones KO para cMet fueron
mas susceptibles al dafio hepatocelular y a la fibrosis inducida por una ligadura

completa de conducto biliar comun (27).
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El grupo del Dr. Yeh TH demostré que la pérdida especifica de p-catenina (proteina
de las uniones estrechas) en el higado conduce a una morfologia defectuosa del
canaliculo biliar, defectos en la secrecion biliar y colestasis intrahepatica. Sus

resultados establecen el papel critico de p-catenina en la fisiologia biliar (28).

3  JUSTIFICACION

Las enfermedades hepéticas son una de las principales causas de mortalidad a nivel
mundial. Varias de ellas cursan con colestasis, condicidbn que puede surgir de
diversas causas, tanto congénitas como adquiridas, repercutiendo en la funcionalidad
del higado y agravando el dafio generado por agentes tdxicos potenciales

destoxificados por el higado.

Recientemente, se han llevado a cabo estudios con factores de crecimiento con la
finalidad de reparar o prevenir el dafio causado por la colestasis. Tal es el caso del
HGF, que se prevé pueda actuar como agente protector ante el dafio colestasico, ya
que se ha reportado que disminuye la acumulacion téxica de &cidos biliares que
agrava y perpetua el dafio colestasico inicial (29). Por esto, es importante conocer los
mecanismos moleculares que estan involucrados en la proteccion del dafio inducidos
por el HGF, a través de la activacion de factores de transcripciébn que censan el

estado redox celular como Nrf2.
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4 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Ejerce HGF/c-Met un efecto anti-colestasico ante el dafio inducido por ANIT?

5 HIPOTESIS

El HGF activara al factor Nrf2 que inducird a una respuesta anti-colestasica mediada
por la expresion de sus genes blanco, particularmente antioxidantes y de fase Il de

destoxificacion.

6 OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la respuesta anticolestasica ejercida por el HGF, y mediada por Nrf2, en

un modelo murino de colestasis.

7 OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar fisiologica e histolégicamente el efecto anticolestasico ejercido por
la sefializacion del HGF/c-Met

e Evaluar la activacion del factor de transcripcion Nrf2 con una temporalidad
gue permita sustentar un mecanismo de proteccion anticolestasico, acorde a
la progresion del dafio por ANIT.

e Determinar la expresion de los genes blanco de Nrf2 con relevancia en

colestasis y con funciones antioxidantes y de fase lll.
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7.1 DISENO EXPERIMENTAL

Se utilizaron ratones de la cepa CD1, de entre 8 y 12 semanas de edad. Los
animales se dividieron al azar en 4 grupos experimentales: 1) animales no tratados o
control (NT), 2) animales tratados con ANIT por via intragastrica (60 mg/kg) (11), 3)
animales tratados con ANIT+HGF (10 pg/kg, por via intravenosa pasadas 24 h de la

administracion de ANIT) y 4) un grupo control tratado solo con HGF.

48 h después de la administracion del ANIT, se realiz6 la eutanasia de los animales
de los cuales se obtuvo suero para pruebas de funcionalidad hepéatica y tejido para

histologias, Western blot, gqRT PCR y EMSA como se muestra en la figura 9.

Suero
ALT
G
rupos AST
- ALP
% 9 . ANIT 48h . Bilirrubinas
T . awr . 2#h HGF  24h  Sacrificio Sales biliares
g Py } . HGF 240
CD1 (8 a 12 semanas) r\dﬂﬁxgsét;?gdz‘t\t'rﬁésn‘ica
HGF (10pg/kg) intravenosa Tejido
Tincion H-E
Western blot
EMSA
gRT PCR

Figura 9. Disefio experimental
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7.2 MATERIALES Y METODOS

7.2.1 Pruebas de funcionalidad hepatica

Los ratones fueron sometidos a narcosis utilizando avertina (2,2,2- tribromoetanol,
Sigma, EUA), ip. Al momento del sacrificio, realizada por dislocacion cervical, se
colecto la sangre de la vena cava superior, y se centrifugd a 1600 X g durante 10 min
a 4° C, para obtener el suero. Se emplearon tiras reactivas comerciales (Roche,
Alemania) para determinar marcadores de dafio hepatico como aspartato
aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa (ALT), fosfatasa alcalina (ALP),
bilirrubinas y sales biliares, utilizando el equipo Reflotron (Roche Diagnostics,

Francia).

7.2.2 Andlisis histoldgico

La histologia se realiz6 por tincibn de Hematoxilina-Eosina (H-E). Para ello, los
portaobjetos conteniendo los cortes de higado incluidos en parafina se introdujeron
10 min a la estufa a 60° C. Las secciones de tejido hepatico fueron desparafinadas
durante 10 min en xilol, y gradualmente se hidrataron en alcoholes del 100% al 70%
durante 5 min, seguido de agua durante otros 5 min. Después, se colocaron en
hematoxilina de Harris durante 5 min. Consecutivamente, se hizo un lavado de estos
en agua durante 5 min, se sumergieron en HCI-EtOH al 96% hasta la apariciéon de un
color rojizo, después se sumergieron en agua amoniacal (200 ml de agua destilada
con 3-4 gotas de amoniaco) hasta que aparecié un color azul. Luego, se volvié a

lavar con agua corriente durante 2 min y con agua destilada otros 2 min y, enseguida,
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se colocaron los portaobjetos en eosina alcohdlica durante 2 min. Posteriormente, se
deshidrataron durante 1 min en solucion de etanol de diferente concentracion
pasando del etanol de 70% al absoluto, hasta llegar al xilol. Al finalizar, se montaron

con Dako Cytomation.

7.2.3 Inmunodeteccion de proteinas en fase sdolida (Western Blot)

Se tomaron aproximadamente 100 mg de tejido hepatico (de cada grupo), y se
homogenizaron en 1ml de Phosphate Buffered Saline) PBS. Posteriormente, se
centrifugaron a 8 900 X g durante 1 min, a 4° C. El sobrenadante se eliming, y la
pastilla celular se resuspendié en 300ul de amortiguador de lisis T-PER (Pierce
Chemical, EUA) con mezcla de inhibidores de fosfatasas y de proteasas (Roche,
Francia). Se incub6 en hielo durante 15 min, y después se centrifugd a 17 000 X g
durante 10 min a 4° C. El sobrenadante se recuperd, y se guardé a -20° C en

alicuotas, hasta realizar el analisis.

La proteina se cuantifico colorimétricamente utilizando el estuche comercial BCA
(Pierce Chemical, E.U.A.), el cual est4 basado en la reaccion de Biuret o del acido
bicincénico con el fin de conocer qué cantidad de proteina se deposita en los pozos
del gel. La curva patrén, se realiz6 con albumina sérica de bovino. Una vez que la
proteina se deposité en cada pozo, se realiz6 la separacién electroforética de la
proteina en geles de poliacrilamida al 10%, en presencia de dodecilsulfato de sodio
(SDS) al 0.1%, usando un voltaje de 120 V durante 90 min. Posteriormente, las
proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF durante 90 min a 120 V, en un

sistema transblot (Biorad, EUA). La membrana se bloque6 con leche descremada al
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5% en TBS (Tris-Buffered Saline)-Tween (TBST) durante 1 h, en agitacion constante.
Para la deteccion de cada proteina de interés, la membrana se incubd con
anticuerpos especificos (GPx y catalasa) durante toda la noche, en agitacion
constante a 4° C. Transcurrido ese tiempo, se lavaron 2 veces en TBST por 10 min, y
se incubaron con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano,
diluido en una solucién de albamina en TBST por 90 min. Después, se lavaron 2
veces por 10 min en TBST, y una vez con TBS por 5 min. Se detectaron con 1 ml de
sustrato luminiscente (SuperSignal West Pico Substrate, Pierce, EUA). Las bandas
se cuantificaron por densitometria, usando el fotodocumentador Gel logic 1500

(Kodak, EUA) (Towbin et al., 1992).

7.2.4 Reaccion en cadenade polimerasas (qRT PCR)

El ARN total se extrajo del tejido, usando el reactivo de Trizol (Invitrogen). EI ARN
aislado fue tratado con DNasa (RQ1l RNase-Free DNase) para evitar la
contaminacion con ADN gendmico. La amplificacién de RT-PCR de un solo paso se
llevé a cabo con el PCR cycler Rotor-Gene Q system (Qiagen, Australia). El RT-PCR
cuantitativo (QRT-PCR) en tiempo real se llevo a cabo usando el Rotor-Gene SYBR
Green RT-PCR Kit (Qiagen, E.U.A.), con 300 nM de oligonucleétidos sentido y
antisentido y 250 ng/ul de ARN para un volumen final de 10 pl por reaccion. Las
condiciones del qRT-PCR fueron las siguientes: 10 min a 55° C y 5 min a 95° C,
seguido por 40 ciclos de PCR por 5 seg a 95° C para la desnaturalizacion, 10 seg a

60° C para la alineacion y extension.
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Los resultados fueron expresados en relacion con la expresion de la proteina
ribosomal 15 (rpsl15), usado como gen de referencia. La cuantificacion relativa se
realiz6 usando el software REST-08 (Relative Expression Software Tool 2008).
Después de 40 ciclos de amplificacion, se analizo la curva para verificar el producto

correcto por su temperatura especifica (Tm).

Gen Primer Temp/Ciclos Tamaiio
abcb11/Bsep GGCTTGCTACAGATGCTTCC 64°/35 157 bp
GCCAAAAAGGGGAAGAAGAC
abcc2/Mrp2 CTGAGTGCTTGGACCAGTGA 66°/35 379 bp
CCCACAGTCACCATCCTCTT
abcc3/Mrp3 CCCTGCTCCTGTCTTCTTTG 59°/35 177 bp
GCTGAGAGGATCTTGGAACG
Slc10al/ntcp TTACTGGCTACCTCCTCCCT 56°/35 162 bp
GGGGAAGGTGACATTGAGGA
cyp7al GGCATTTGGACACAGAAGCA 60°/35 196 bp
ATACATCCCTTCCGTGACCC
rpsl5 TTGAGAAAGGCCAAAAAGGA 58°/35 207 bp
GTGCTTCACGGGTTTGTAGG

Tabla 1. Secuencia de cebadores y condiciones de amplificacion.

7.2.5 Ensayo de retardo de movilidad electroforética (EMSA)
El ensayo se realiz6 con el estuche comercial Light Shift Chemiluminescent EMSA

(Thermo Scientific #20148, E.U.A.) siguiendo las especificaciones del fabricante.

El tejido se homogenizd, y se le agregd buffer de lisis. A continuacion, se centrifugo a
1470 X g por 5 min a 4° C, se obtuvo el botén nuclear y se resuspendio en buffer de

extraccidon y de nuevo se centrifugd a 15 500 X g por 10 min a 4° C.

Se prepar6 un gel de poliacrilamida de 4-6% en TBE al 0.5X, y se pre-corrié de 30 a
60 min a 100 V. Para las reacciones, se descongelaron los reactivos en hielo y se

prepararon de acuerdo a la tabla que contiene el kit (estos reactivos son especificos
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para las proteinas de interés, en este caso Nrf2), dejandose a temperatura ambiente
por 20 min. Después, se agregaron 5 pl de amortiguador 5X por cada 20 ul de
reaccion, homogenizando a la mezcla con una pipeta. A continuacion, se cargaron
los pozos del gel con 20 ul de la muestra preparada, y se dejaron correr a 100 V
hasta % del gel. Mientras las muestras corrian en el gel, la membrana de nylon se
remojo en TBE 0.5 X durante 10 min. Una vez que el gel corrié y se tuvo lista la
membrana, se llevo a cabo la transferencia de la misma manera que un Western blot.
Una vez que se tuvo la transferencia en la membrana, se realizaron lavados a la
membrana. Para detectar las proteinas que se marcaron, se utilizaron reactivos

especiales del kit.

7.2.6 Anélisis estadistico

Cada experimento se realizé al menos por triplicado, usando tejido de al menos 3
animales de experimentacion de forma independiente. Los datos fueron reportados
con el promedio + error estandar (EE). Para la comparacion de medias de diferentes
grupos, se utilizd un analisis de varianza (ANOVA), seguido de comparaciones
multiples por la prueba de Tukey. Se empleé el programa Grand Pad Prism. El nivel

de significancia fue de p < 0.05.
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8 RESULTADOS

En los animales administrados con ANIT, se observd hepatomegalia, cambio de
coloracion y rigidez en el higado, hipertrofia vesicular y de color verde obscuro, asi
como ictericia y una ligera enteritis. Por su parte, los animales ANIT+HGF y los NT

muestran similitudes en morfologia (Figura 10).

Los niveles séricos de los marcadores bioquimicos de funcionalidad hepética se
incrementaron significativamente en los animales administrados con ANIT. Sin
embargo, los niveles de estas pruebas se restablecieron a niveles similares a los
normales, es decir como los animales NT, en los ratones que recibieron HGF (Figura
11). Se observé, también una disminucién considerable en los niveles de sales
biliares en suero en los ratones ANIT+HGF en comparacién con los ratones ANIT.
Del mismo modo, el tratamiento con HGF llevo a valores normales los niveles en

bilirrubina total y directa, en comparacion con el grupo ANIT.

Las tinciones de H-E mostraron que el tejido de los ratones ANIT+HGF present6 un
menor numero de zonas necréticas, asi como de menor tamafio. Por otro lado
disminuy6 considerablemente el infiltrado inflamatorio que rodeaba estas zonas en

los ratones que solo recibieron el ANIT (Figural?2).

Como se puede observar, en la Figura 13, el tratamiento con HGF muestra una
tendencia a inducir la expresion de algunos transportadores de exportacion,
especificamente los relacionados a la exportacion al torrente sanguineo para su

posterior excrecion alternativa renal, tal como es el caso de Mrp3 (Figura 13C).
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Figura 10. Cambios macroscépicos en el higado por dafio inducido por ANIT.
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Figura 11. Pruebas bioquimicas. A) ALT, B) AST, C) ALP, D) y E) contenido de sales
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Figura 12. Histologias por tincion con H-E. El tratamiento con HGF
disminuye las zonas necroticas causadas por ANIT. Tinciones de H-E del
tejido de los ratones tratados con ANIT y HGF. Las estrellas negras indican
zonas con necrosis, las flechas muestran infiltrado inflamatorio.
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Figura 13. Expresion de transportadores ABC. A) Abcc3 (Mrp3) transportador
basolateral de eflujo, B) Slc10al (NTCP) Transportador de captacion de sales biliares, C)
Abcbl1l (Bsep) y D) Abcc2 (Mrp2) transportadores canaliculares, por PCR en punto final y
tiempo real, *p<0.05 vs. NT, #p<0.05 vs. ANIT.
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En la figura 14A, se puede observar la activacion de Nrf2 en higado de ratones que
fueron tratados con HGF a distintos tiempos (0.25, 0.50, 1 h, 3 h, 6 h, 12 h y
24 h). Nrf2 se activa desde los 15 min de tratamiento con HGF, teniendo su pico
maximo de activacion a la hora, para después disminuir y volver a aumentar su
activacion a las 24 h. Una vez que se tuvieron los tiempos de activacion de Nrf2, se
prosiguid a evaluar la expresidon de algunos blancos de Nrf2, tal como el
transportador ABC Mrp3, el cual parece tener aumento en su expresion a partir de

las 3 horas (Figura 14B), manteniéndose hasta las 24 horas de exposicion a HGF.

También, se estimé el contenido de enzimas antioxidantes inducidas por Nrf2
después del tratamiento con HGF, tal es el caso de GPX1/2 y catalasa, y se observo
gue el pico maximo de contenido de estas proteinas se encontraba a las 3h después

del tratamiento con HGF (Figura 14C).

Para evaluar a qué tiempo se establecia el dafio colestasico en los ratones, se
administré el ANIT a los animales, y se sacrificaron a diferentes tiempos (12, 24, 36 y
48 h). Después del sacrificio, se observé que, a las 36 h (Figura 15A), el dafio se
habia establecido, debido a que los animales presentaban ictericia, el higado tenia
cierta rigidez, la presencia de lesiones comenzaba a aparecer, aumentaba en el
tamafio y coloracion vesicular, y los niveles de ALP comenzaron a elevarse (Figura

15B).
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Figura 14. Activaciéon de Nrf2, inducida por HGF a diferentes tiempos de
exposicion. A) EMSA para Nrf2, B) PCR en tiempo real de Abcc3 y C) Western blot
de enzimas antioxidantes inducidas por Nrf2 y su respectiva densitometria. Terbutil
hidroperéxido (TBHQ)
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de exposicion. A) Cambios macroscopicos del higado y B) Niveles de ALP en suero.
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9 DiscusiON

Se ha mostrado que el HGF ejerce efectos protectores en diversas hepatopatias,
como fibrosis (30), carcinogénesis (31), dafio por farmacos (32), entre otras. En el
presente trabajo, nos enfocamos a dilucidar, si el HGF ejerce efectos protectores en

un modelo de colestasis.

La presentacion a nivel hepatico y sistémico de los efectos toxicos del ANIT que
observamos en nuestro estudio estan en concordancia con lo antes reportado (11,

13).

Los animales tratados con ANIT a nivel macroscépico presentaron ictericia,
colecistitis, rigidez del higado y cambio de coloracién, hepatomegalia y una ligera
enteritis, claros signos de colestasis (2). Con respecto a las pruebas de funcionalidad
hepatica como ALT y AST, pudimos observar una elevacion en los niveles de estas
en los ratones que recibieron ANIT, lo que sugiere alteracion en la integridad de la
membrana plasmatica y muerte celular por necrosis (1, 33), lo que lleva a la
liberacién de estas enzimas al torrente sanguineo. De la misma manera, ALP, que es
una enzima de membrana plasmatica altamente inducible por sales biliares y
removible por sus efectos detergente (1, 3), cuyos niveles séricos se encontraron
elevados en los animales dafiados, pero esta elevacion se restablecié una vez que
se administr6 HGF, como claramente se observa en las figura 11 A), B) y C). Estos
resultados evidencian los efectos colestasicos del ANIT, capaces de ocasionar, en

alguin momento desde que se establece el dafio, la acumulacién intrahepatica de

32



sales biliares por falla secretora de los mismos, asi como la capacidad de HGF de
prevenir dicho efecto. Dado que la ALP es sintetizada tanto por los hepatocitos como
por los colangiocitos, la elevacion sérica de ésta no nos da informacidén precisa
acerca de la localizacion del dafio inducido por ANIT; por lo que resultaria interesante
evaluar los niveles de la y-glutamil transpeptidasa (yGT), enzima especifica de
colangiocitos (1, 3), y asi corroborar que el dafio por ANIT, se esta estableciendo
tanto a nivel del parenquima como de los conductos biliares, como ya se ha
reportado en la rata (33, 34). Otros marcadores bioquimicos de colestasis que se
evaluaron fueron los niveles de sales biliares contenidas en tejido y en suero a las 48
h de administrado el ANIT. Lo que se observo fue que, en el tejido, parece no haber
cambio en los niveles de sales biliares contenidas en este; los ratones que fueron
dafiados presentaron un ligero aumento de éstas que no llegé a ser significativo, lo
cual podria ser explicado por algin mecanismo de adaptacion del 6rgano para
eliminar el exceso de sales biliares y no almacenarlas en tejido hepatico a través de
su exportacion hacia la sangre (35), como lo indica los valores elevados de sales
biliares en suero. Ni una disminucion de su captacion (via Ntcp), ni un eflujo
aumentado eflujo hacia la sangre via Mrp3 parece ser la causa, ya que Sus
expresiones no se vieron modificadas solo por ANIT (ver Figuras 13 A y B).
Alternativas posibles incluyen otros transportadores basolaterales capaces de mediar
el eflujo activo a sangre, tales como OSTa/Osatll, Mrp4 o Mrp6 (35). Medir la
expresion de ellos daria informacidon mas concreta de su importancia relativa en la
exportacion al torrente sanguineo de componentes retenidos por la falla secretora

(36).
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Al recibir HGF, los niveles de sales biliares en suero se redujeron hasta niveles
iguales a los controles; sugiriendo, en cambio, activacion temprana de mecanismos
adicionales que exacerben la aumentada exportacion de sales biliares, ya sea
canalicular o basolateral (36), explicando asi el menor dafio necrotico en los
animales tratados con HGF y la disminucion en los niveles de ALP en plasma. En
concordancia con esto, se observo que los niveles de bilirrubinas (totales y directa)
presentaron incremento en los animales que solo recibieron el ANIT, en
concordancia con trabajos previos (11, 13) y, de la misma forma que las pruebas
anteriores, HGF restablecio los niveles de éstas, lo que confirmaria que los sistemas
de exportacién basolateral antes mencionados, la mayoria de los cuales tienen
afinidad tanto para sales biliares como para bilirrubina (35), podrian estar activados.
Nuestros resultados demuestran un marcado aumento de expresion de Mrp3 en los
animales tratados con ANIT+HGF, lo cual sustenta a Mrp3 como un probable sistema
de eflujo basolateral que podria haber sido activado tempranamente por HGF via
Nrf2, impidiendo, al favorecer la excrecion renal de sales biliares y bilirrubina, la
acumulacion de esos compuestos en suero en el grupo ANIT+HGF. En efecto, en
roedores, Mrp3 es un activo transportador de una gran variedad de sustratos,
incluyendo sales biliares como de bilirrubina conjugada (37). Incluso, Mrp3 ha sido
también propuesto como un posible mecanismo de destoxificacion de bilirrubina no
conjugada, por su alta homologia con Mrpl, un importante exportador de este
compuesto a sangre (38). Tanto las sales biliares enddgenas (39) como la bilirrubina
(38), particularmente en su forma no conjugada (apolar), son substancias altamente

citotoxicas, llevando a muerte celular por necrosis y apoptosis a través de diversos
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mecanismos (disfuncidbn mitocondrial con generacion de estrés oxidativo,
desorganizacion de la membrana plasmatica y lisis, estrés del reticulo endoplasmico,
entre otros efectos). También, podria haber contribuido a reducir los niveles séricos y
tisulares de estos compuestos, una mejora de la expresion de los transportadores de
excrecion a bilis de sales biliares conjugadas con taurina (BSEP) o de bilirrubina
conjugada y glucuronidos/sulfatos de sales biliares (Mrp2). Efectivamente, estos
transportadores canaliculares presentaron una tendencia a aumentar su expresion
una vez que se administré HGF, lo cual se tendria que confirmar con el aumento en
el nimero de animales analizados, para tener mayor certeza del aumento en estos
transportadores, un hecho esperado considerando que estos transportadores son
blancos de Nrf2, y suponiendo que Nrf2 sea activado por HGF (7, 25). Sin embargo,
habria que evaluar qué tan benéfica resulta la induccién en la expresion de estos
transportadores, teniendo en cuenta que (11, 33), ANIT dafia predominantemente a
las células ductulares (11, 34), y considerando la naturaleza mixta (funcional y
obstructiva) del modelo (33), y el hecho de que lo que estamos produciendo es una
colestasis sub-aguda, donde existe dafio hepatico con inicios de dafio obliterativo
ductular, la excrecién de bilis canalicular favorecida por el aumento de estos
transportadores podria resultar riesgosa para la integridad de las vias biliares
intrahepaticas, en vista del incremento en la presién luminal que podria conducir a
infartos biliares, como se comprobo en otro modelo de colangitis esclerosante por KO
del transportador Mdr2 (40). Es por esto que resultaria mas beneficioso que el
transporte basolateral (36) y no el canalicular haya sido la ruta emergente

preferencial del mecanismo anti-colestasico del HGF.
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Por lo tanto, la proteccion conferida por HGF contra la acumulacion tisular de estos
compuestos, ya sea por impedimento del establecimiento del cuadro colestasico,
como por favorecer la exportacion a sangre de estas substancias una vez
establecido el mismo, podria ser un factor clave en la mejora histoldgica observada

en el grupo ANIT+HGF comparado con ANIT solo.

En efecto, en las tinciones de H-E, son claras las zonas necroticas ocasionadas por
el ANIT, como bien esta establecido que este toxico ocasiona (11, 13, 33), debido al
efecto detergente de las sales biliares contenidas en el hepatocito, asi mismo por la
reaccion inflamatoria que esto genera, el estallido de especies reactivas de oxigeno
(17), y la induccion de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a, IL-6 e IL-18 (19, 33,
41). Estas lesiones, si bien se encontraban también en los animales que fueron
tratados 24 h después de ANIT con HGF, disminuyeron considerablemente en
tamafio y nimero, sustentando entonces fuertemente al HGF como agente protector

(20, 32).

Asociado al dafio hepatocelular con muerte celular, se desencadenan mecanismos
de reparacion tisular espontaneos, que dependen en gran medida de la capacidad de
los hepatocitos remanentes para regenerar y reemplazar las células muertas o poco
funcionales (42). En los animales expuestos a ANIT, este proceso resulta claramente
insuficiente para evitar que se desarrollen zonas necroéticas. Sin embargo, HGF por
sus propiedades como factor de crecimiento, podria potenciar este proceso de modo
de hacer sustentable la integridad hepatica aun bajo condiciones favorables a la

muerte celular, como ocurre en colestasis. Un factor clave que mediaria la capacidad
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de HGF para favorecer la regeneracion tisular es la via de sefializaciéon dependiente
de ERK que este factor de crecimiento evoca (ver figura 6) (43). La isoforma ERK2
favorece la regeneracion a través de controlar la entrada en fase sintesis del ADN del
hepatocito (44). Por su parte, ERK1 regula la sobrevida del hepatocitos, haciéndolo
mas resistente ante estimulos pro-apoptoéticos (44). Por lo tanto, ambas isoformas
pueden actuar en forma complementaria para proteger contra la agresion tisular,
tanto reparando el tejido dafiado por ANIT como protegiendo primariamente de dicho
dafio. En concordancia con esto, se han descrito efectos anti-apoptéticos y
proliferativos del HGF que podrian ser de relevancia en diversas hepatopatias (20,

30, 45).

Ademas de estos mecanismos de proteccion del HGF, el infiltrado inflamatorio que
presentaron los tejidos dafiados (17) no se encontré en los ratones ANIT+HGF,
sugiriendo al HGF, también podria actuar un posible agente inmunomodulador, como
se sugirié previamente (46). En concordancia con esta posibilidad, se han descrito
funciones citoprotectoras de HGF mediante la induccién apoptosis dependiente de
caspasas en las células inmunes humanas (47). El tratamiento de células dendriticas
con HGF reduce la capacidad de inducir la generacion de células Thl inflamatorias
(48). Ademas, estudios han demostrado que la administracion in vivo de HGF
protege contra enfermedades autoinmunes, tales como la encefalomielitis
autoinmune experimental y la artritis inducida por colagena, a través de la
estimulacién de células T reguladoras que producen citoquinas inmunosupresoras

(49).
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Una vez que se comprob6 que el HGF tiene efectos anti-colestasicos debido a la
capacidad de reparar el dafio causado por ANIT, nos dimos a la tarea de evaluar la
activacion de Nrf2 en higado de ratones tratados con HGF a diferentes tiempos por
medio de un ensayo de retardo de movilidad electroforética, con el fin de observar a

gué tiempo se encuentra la mayor activacion de Nrf2 inducida por HGF.

Nuestros resultados muestran que la activacion de Nrf2 se present6 desde los 15 min,
teniendo su pico maximo a la hora, como se report6é anteriormente (26). La activacion
de este factor de transcripcion, se observo también a las 24 h. Sin embargo, esta
tardia activacion se podria deber a sefales secundarias al efecto del HGF,
considerando que la activacion de los factores de transcripcion se da en lapsos de
tiempo muy cortos (20, 26). Con esto, confirmamos que HGF activa a Nrf2,

permitiendo su translocacién al nucleo (22).

Este dato es de suma importancia, ya que se puede observar la temporalidad de la
activacion de este factor de transcripcion debido al HGF sin la variable del agente
colestasico, y con esto, tener una nocién de a qué tiempo se estan llevando a cabo
los mecanismos anti-colestasicos del HGF, ya sea de prevencion (generacién de
resistencia a que se produzca el dafio), proteccion (accién simultanea impidiendo el

dafio) o reversion (reparacién del dafio una vez establecido).

A continuacion, se evaluo la expresion de Mrp3 en los higados de ratones tratados
con HGF a diversos tiempos, para asi confirmar que la expresion de este
transportador coincidiera con el tiempo de activacion del factor de transcripcion,

presentacion primaria del evento seguido de la expresion de transportadores y
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sintesis de proteinas. Efectivamente, los eventos se presentaron subsecuentes, pues
la activacion de Nrf2 se presentd desde los 15 min a 1 h, mientras que Mrp3
comenzo a elevar su expresion a partir de las 3 h, teniendo un aumento constante
con el transcurso del tiempo. Esto corrobora el aumento de los niveles de este
transportador a las 48 h, como previamente se mostré (Figural3). De forma similar,
se sondeo el contenido de GPX1/2, blanco de Nrf2, y catalasa, otra proteina de
defensa antioxidante, encontrandose que el contenido de estas proteinas tiene su
pico maximo a las 3 h, para después volver a bajar su contenido, debido
posiblemente a que a ese tiempo estan llevando a cabo su funcién antioxidante.
Resultados similares se encontraron en cultivo primario de hepatocitos tratados con
HGF a diversos tiempos, donde a las 3 h inicia el aumento en el contenido de

catalasa (24).

De la misma forma que se evaluaron estos blancos de Nrf2, resultaria interesante
observar algunos otros blancos, como otros transportadores, ya sea de captacion, y
exportacion canalicular y basolateral, asi como, el contenido de enzimas de fase Il
(GST, UGT) o antioxidantes (HO1, GCS), por mencionar algunas, para asi tener
mayor certeza que los efectos anti-colestasicos de HGF se deben también al

aumento de la expresion de estas proteinas, y no solo de Mrp3.

Una vez que se tuvo la temporalidad de acciéon de HGF, se hizo lo mismo con la
exposicion a ANIT, con la finalidad de relacionar los tiempos en que se comienza a
inducir toda la maquinaria protectora mediada por HGF con el punto maximo de dafio

ocasionado por ANIT. Lo que se observo es que, a las 36 h de exposicion a ANIT, el
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dafio colestasico ya esta establecido, lo que podemos clasificar como colestasis
aguda, dado el tiempo y la dosis (33). Esto se comprobd por los signos
macroscopicos que los animales presentaban, como ictericia, enteritis, colecistitis,
hepatomegalia y protuciones hepaticas, asi como aumento en los niveles de ALP.
Por lo tanto, si consideramos que a los ratones ANIT+HGF se les administra HGF 24
h después del tratamiento con ANIT, podemos inferir que HGF esta impidiendo que
se establezca el dafio colestasico; pues como se ha mostrado, HGF induce la
activacion de Nrf2 a tiempos tempranos. De acuerdo a este esquema temporal, se
concluye que HGF prevendria el dafio ocasionado por ANIT, el cual lleva 36 h en
producirse, cuando los mecanismos anti-colestasicos de ANIT, particularmente la

induccion de Mrp2, ya esta establecida.

En resumen, en una linea del tiempo (Figura 16), donde el tiempo 0 corresponde a la
administracion de ANIT para luego dejarlo actuar durante 48 h, el establecimiento del
dafio se daria alrededor de las 36 h. El tratamiento con HGF se da 24 h después de
la agresién con ANIT, tiempo al cual el dafio ya estd en curso como previamente se
ha reportado (33), aunque no completamente establecido. Dado que HGF activa a
Nrf2 muy rapidamente (desde los 15 min), para tener su pico maximo de activacion a
la hora y, subsecuentemente, inducir a las 3 h sus genes blanco (maquinaria
antioxidante, transportadores basolaterales de exportacion), HGF evitaria que el
dafio por ANIT complete su curso, por lo que, posiblemente, HGF esté actuando

como un escudo preventivo ante el dafio colestasico.
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Figura 16. Linea del tiempo de dafio por ANIT y proteccién/reparacion de HGF. La
linea verde representa las 48 h de tratamiento de ANIT, siendo la linea roja el
establecimiento del dafio y las azules el tratamiento de HGF y el inicio de sus efectos
inductores.
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10 CONCLUSION

A lo largo de este trabajo, se evaluaron diversas moléculas involucradas en la
respuesta al dafio inducido por ANIT, y otras tantas relacionadas con los efectos de

HGF, asi como la respuesta ante la combinacion de los dos tratamientos.

Nuestros datos muestran claros efectos anti-colestasicos de HGF en el modelo
murino de colestasis producido por ANIT, siendo la activacion de Nrf2 inducida por el
factor de crecimiento un posible mediador de dicho efecto protector. En particular, el
aumento de la expresién de bombas exportadoras basolaterales inducidas por HGF y
mediadas por Nrf2 contribuiria a reducir los niveles de sales biliares y bilirrubina,
explicando la disminucion de los niveles séricos de los marcadores bioquimicos de
dafio hepatico y la atenuacion del dafio histolégico. A esto ultimo, podria contribuir
también las reconocidas propiedades proliferativas, antioxidantes, -anti-apoptoticas e
inmunomoduladoras del HGF; las tres primeras contribuirian a la prevencion del dafio
celular, mientras que la Ultima contribuiria a la reparacién de dicho dafio. La
potencialidad del HGF para activar mecanismos de reparacion ante el dafio tisular
producido por ANIT es menos probable que juegue un rol en nuestro esquema
temporal de administracion de ANIT y HGF, la respuesta curso-temporal indica que el
dafio por ANIT se estableceria posteriormente al tiempo al cual HGF ejerce la
activacion de sus genes blanco, por lo que sus propiedades anti-colestasicas
estarian relacionadas con su capacidad para prevenir que el dafio colestasico se

establezca.
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Nuestro estudio ha puesto de relevancia un aspecto novedoso del HGF como agente
anti-colestasico. Si bien, resta establecer las vias de sefalizacion por las cuales se
llevan a cabo sus mecanismos hepatoprotectores, asi como el papel que juega su
efecto inmunomodulador en la disminucion del infiltrado inflamatorio en colestasis,
nuestros resultados nos permiten postularlo como un punto de intervencion

terapéutica en enfermedades colestasicas.
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