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Resumen

La colestasis es una condicion del higado en la que el flujo de la bilis se ve
interrumpido por diversos factores. Actualmente existen una serie de modelos para el
estudio de esta enfermedad, como el inducido por ANIT. El dafio causado por ANIT se
incrementa por una produccién elevada de especies reactivas de oxigeno. El factor de
crecimiento de hepatocitos (HGF) ha demostrado tener propiedades reguladoras sobre
la produccion de ROS, y gracias a esto, se ha sugerido como una molécula protectora
en enfermedades donde el estrés oxidante es determinante para el dafio. El estrés
oxidante es regulado por HGF ya que puede desencadenar la transcripcion de genes
blancos regulados por Nrf2. Lo que observamos en el presente estudio fue que HGF
pudo contrarrestar el dafio en el intestino inducido por ANIT, principalmente la
colestasis caracteristica del modelo. En nuestros resultados, HGF mostr6é proteger la
obstruccién intestinal. Asi mismo, se demostré que el tratamiento con HGF protegio las
zonas mas susceptibles del intestino. A nivel de ileon y colon se observo el incremento
del tamafio de criptas y vellosidades, como un evento de proliferacion y diferenciacion
desencadenados por HGF. Estos eventos favorecieron la actividad y proteccion del
ifleon y colon, principalmente por el incremento de la secrecibn de mucinas,
disminuyendo la muerte celular. De igual manera, HGF regulo la respuesta inflamatoria
entre el colon y el intestino, ya que por un lado disminuyé la inflamacién de ileon, y por
otro lado incrementd la respuesta reparadora en el colon, principalmente a nivel de
translocacion de bacterias. Finalmente, HGF mostr6 tener regulacion de ROS en los
ratones tratados previamente con ANIT, fendmeno caracterizado por el incremento de
proteinas antioxidantes y disminucion de presencia de anion superdxido en el tejido
observado por la tincion por dihidroetidio. En conclusién, los resultados demostraron
gue HGF ejerce proteccion a nivel intestinal en la enfermedad colestasica inducido por
ANIT.
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Abstract

Cholestasis is a condition of the liver in which the flow of bile is interrupted by various
factors. Currently there are several models for the study of this disease, such as the one
induced by ANIT. The damage caused by ANIT is increased by an explosion of reactive
oxygen species. Hepatocyte growth factor has been shown to have regulatory
properties of ROS and thanks to this it has been presented as a protective molecule in
diseases where oxidative stress is decisive for damage. Oxidative stress is regulated by
HGF as it can trigger the transcription of Nrf2 target genes. What we observed in the
present study was that HGF was able to sustain the damage to the gut caused by ANIT-
induced cholestasis. In our results, HGF was shown to protect the jejunum from
intestinal obstruction. Later it was shown that treatment with HGF protected the most
susceptible areas of the intestine. At the level of the ileum and colon, the increase in the
size of crypts and villi was observed as an event of proliferation and differentiation
triggered by HGF. These events favored the activity and protection of the ileum and
colon seen by increasing mucin secretion and decreasing cell death in A+H treatments.
Similarly, HGF regulated in an interesting way the inflammatory response between the
colon and the intestine, on the one hand, decreasing the inflammation of the ileum and
on the other, increasing the reparative response in the colon where the translocation of
bacteria could increase the damage. Finally, HGF was shown to upregulate ROS in
ANIT-pretreated mice seen by increased antioxidant proteins and decreased
dihydroethidium staining. In conclusion, the results demonstrated that HGF exerted

protection at the intestinal level in cholestatic disease induced by ANIT.
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1. Introduccién

1.1 Generalidades del higado

El higado es el 6rgano interno mas grande en los mamiferos. Representa el 2% del
peso corporal en los adultos humanos. Se encuentra ubicado en la cavidad superior
derecha, detrds de las costillas inferiores. En algunos mamiferos el higado es un
o6rgano multilobulado; en los humanos se distinguen dos l6bulos principales, derecho e
izquierdo, separados fisicamente por el ligamento falciforme (Arias & Wiley, 2020).

La unidad funcional en el higado se conoce como el acino o lobulillo hepético definido
como una masa de parénquima rodeando el tracto portal o triada portal donde también
se encuentra el ducto biliar y la arteria hepatica, y de lado contrario, diversas vénulas
hepaticas. El acino hepatico se encuentra subdivido en tres zonas (zona 1, 2 y 3) segun

la distancia de la vena portal (Figura 1) (Arias & Wiley, 2020).

Lébulo portal Acino hepatico

Lébulo hepatico

Figura 1. llustracion de las unidades funcionales del higado y su organizacion. El acino hepatico es una
elipse en la que se involucran la triadas portales, conformada por el ducto biliar, la arteria y la vena
hepatica y se unen entre dos venas centrales, cada I6bulo hepdético tiene 3 a 6 triadas hepéticas.

Tomado de “Funciones de la células y el cuerpo Humano” http://fblt.cz/en/skripta/ix-travici-soustava/5-

jatra-a-biotransformace-xenobiotik/.

El higado es un importante “biofiltro” ya que éste contiene cerca de 12% de la sangre

total del cuerpo y a través de él pasan cerca de 1500-2000 mL de sangre por minuto.


http://fblt.cz/en/skripta/ix-travici-soustava/5-jatra-a-biotransformace-xenobiotik/
http://fblt.cz/en/skripta/ix-travici-soustava/5-jatra-a-biotransformace-xenobiotik/

Ademas, de las mas de 500 funciones que lleva a cabo este érgano, las mas
sobresalientes son: el catabolismo de glucosa y diferentes tipos de lipidos para la
obtencion de energia en forma de ATP, la biotransformacion de sustancias y desechos
toxicos y la biosintesis de acidos biliares, componentes fundamentales de la bilis (Arias
& Wiley, 2020; Kuntz et al., 2006).

1.2 Canaliculo biliar

El higado estda compuesto por diferentes células de las cuales los hepatocitos
representan el 60% de todas las células. Los hepatocitos son células complejas pero su
peculiaridad es su polarizacion por la que adquieren tres superficies bien

especializadas.

Sinusoide hepatico

Hepatocito

Vena

Arteria

Vena central

Figura 2. Organizacion de hepatocitos en el l6bulo hepético separados por un espacio sinusoidal.
Distribuidos radialmente de la vena central hacia la triada hepatica. La forma en la que se encuentra la
irrigacion es determinante para la polaridad del hepatocito. Tomado de “Funciones de la células y el
cuerpo Humano” http://fblt.cz/en/skripta/ix-travici-soustava/5-jatra-a-biotransformace-xenobiotik/.

Por un lado, su membrana basolateral o sinusoidal que representa el 35 % de la
superficie del hepatocito. En esta membrana se forman microvellosidades que dan cara
al espacio de Disse, lugar donde alberga el plasma sanguineo, y que el hepatocito

ocupa para extraccion o secrecion de moléculas (Arias & Wiley, 2020).


http://fblt.cz/en/skripta/ix-travici-soustava/5-jatra-a-biotransformace-xenobiotik/

Ademas de la membrana basolateral, también el hepatocito cuenta con su cara lateral,
una superficie que forma una barrera permeable y la cual se encarga de la adhesion
intercelular, aqui podemos encontrar diferentes complejos como uniones estrechas,
uniones intermedias, desmosomas y uniones “‘gap” para la comunicacion con los
hepatocitos vecinos.

Y la tercera es la membrana canalicular, que pertenece a la cara apical del hepatocito.
Esta formada por un espacio entre 1-2 um que en unién con otro hepatocito adyacente
y sellado por uniones estrechas forman el canaliculo biliar.

El canaliculo biliar esta delimitado por uniones como “zonula occludens” 1/2/3,
ocludinas, claudinas y E-caderinas que se anclan al citoesqueleto de actina (Kuntz et
al., 2006).

Esta region es especializada para la formacion de un tubo interconectado para la
secrecion de bilis al arbol biliar. Para la secrecidon biliar el hepatocito expresa
transportadores especializados en el canaliculo. Estos transportadores son BSEP
(bomba de exportacion de sales biliares) como su nombre lo indica especializado en la
salida de sales biliares conjugadas, los transportadores relacionados a resistencia a
farmacos Mrp2, Mdrl y Mrp3 encargados de la salida de compuestos conjugados con
fosfolipidos y glutatién; y finalmente los transportadores de la familia ABC para el
transporte de colesterol (Arias & Wiley, 2020; David et al., 2012).

Mantener toda la formacion e integridad del canaliculo biliar es sumamente importante
ya que coloca una serie de elementos con los que se realizan diversas funciones

hepaticas esenciales.

1.3 Biotransformacion

Una de las funciones principales del higado es la biotransformacion; el objetivo de este
proceso es la conversion de xenobidticos en metabolitos que sean facil de eliminar.
Dicho de otra manera, el higado es el encargado de la destoxificacion, incrementando
la polaridad de moléculas para facilitar su excrecion del cuerpo.

La biotransformacion de xenobidticos tiene lugar predominantemente en el reticulo
endoplasmatico rugoso, pero también puede realizarse en la mitocondria, lisosomas y

el citosol de los hepatocitos (Klaassen, 2019).



De acuerdo con sus caracteristicas quimicas, los xenobiéticos podemos clasificarlos
como polares y no polares. Los polares son aquellos que tienen una alta capacidad de
solubilidad en agua y su transporte es facilitado por canales o transportadores en la
célula. También pueden transportarse libremente por sangre para ser excretados por la
orina. Los no polares, por el contrario, son poco o insolubles en agua. Su transporte en
la sangre requiere de la unidon con otras proteinas y esto complica su eliminacion
(Klaassen, 2019).

Los compuestos no polares son el principal blanco de la biotransformacion, la cual
ocurre en diferentes fases.

En la primer fase, a la molécula se le insertan nuevos grupos funcionales que tienen
por objetivo 1) incrementar la solubilidad del xenobiético y 2) establecer en la molécula
sitios en los que sea posible la conjugacién. Las reacciones pueden ser diversas, pero
dentro de las mas reconocidas en esta fase son: la hidrolisis, la oxidacion, la reduccion,
la alquilacién, la desalquilacién, la desulfuracion y la metilacion.

Una de las formas mas frecuentes de biotransformacion es mediante la oxidacion por
parte de enzimas oxigenasas como el citocromo P450 NADPH reductasa,
hemoproteinas pertenecientes a la familia del citocromo P450 y la fosfatidilcolina
(Sevior et al., 2012).

En la segunda fase de conversion de xenobidticos se realizan las conjugaciones a
componentes enddgenos entre los que se utilizan: acido glucurdnico (glucuronidacion),
grupos sulfato (sulfatacién o esterificacién), acetil CoA (acetilaciones), glutation,
metionina y glicina (amidacion).

Existe una tercera fase encargada del transporte de los nuevos metabolitos en la que
se ven implicados diferentes transportadores que confieren a la célula selectividad
(Klaassen, 2019).

1.4 Acidos biliares y circulacion

Una de las principales funciones del higado es la sintesis de la bilis. La bilis es
aproximadamente 95% agua y en el 5% restante se encuentran acidos biliares,
fosfolipidos, colesterol, proteinas, bilirrubinas ademéas de electrolitos inorganicos (Di
Ciaula et al., 2017).



Los acidos biliares son moléculas anfipaticas sintetizadas a partir del colesterol en los
hepatocitos (lkpa et al., 2020) con la finalidad de convertir el colesterol, de una
molécula poco soluble en hidrosoluble y asi poder facilitar su eliminacion. Ademas de
facilitar la salida de colesterol, a su paso la presencia de &cidos biliares cumple con
otras funciones como: ser moléculas de sefalizacion para hormonas, procesos
inflamatorios, regulacion metabdlica, respuesta inmune, proliferaciéon epitelial,
regulacion de la microbiota intestinal y expresion de transportadores (Arias & Wiley,
2020).

Estas moléculas se caracterizan por tener un anillo esteroideo central y una cola con un
grupo carboxilo (Figura 3), producto de la hidroxilacién del colesterol por la enzima
CYP7A1 de manera canonica y CYP27A1 de forma alternativa. Los grupos hidroxilo y
carboxilo con los que se biotransforman el colesterol en su primer fase, confieren a la
molécula una cara hidrofilica, mientras que el esqueleto de carbonos representa la cara
hidr6foba de los &cidos biliares (Figura 3B). Las modificaciones por la esterol 12a-
hidrolasa (CYP8B1) convierte intermediarios hacia acidos biliares primarios: acido
colico (CA) o en su ausencia, acido quenodesoxicolico (CDCA) (Arias & Wiley, 2020;
McGlone & Bloom, 2019).

B)

Cholesterol /'
OH Hydrophobic face

Cholic acid

tr 7

OH COOH
Hydrophilic face

3a HO_.\

Figura 3. Estructura basica de los &cidos biliares. A) muestra el anillo esteroide central y la cola

carboxilada caracteristica del colesterol mientras que la parte de abajo se presenta el acido biliar
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primario con la hidroxilacién por el citocromo en el carbono siete. B) Muestra la cara hidrofébica
determinada por la cadena de carbonos y la cara hidrofilica por las modificaciones en la molécula de

colesterol. Imagen tomada de (Arias & Wiley, 2020).

Una vez sintetizados los acidos biliares primarios, existen cinco tipos de conjugaciones
qgue pueden ocurrir en el nacleo esteroideo o bien, en la cadena lateral antes de la
liberacion de acidos biliares al canaliculo biliar (Arias & Wiley, 2020).

De esta manera, los acidos biliares pueden ser movilizados por medio de
transportadores del canaliculo hacia el arbol biliar.

El arbol biliar es una estructura altamente dindmica compuesta por las células
hepaticas denominadas colangiocitos que representan del 3-5% de todas las células
del higado. Los colangiocitos son células epiteliales alineadas para formar la primer
barrera de proteccién contra los componentes biliares. Son provistos de un cilio
primario en su cara apical el cual cuenta con receptores y canales encargados de
censar la calidad de la bilis y poder regularla por la secrecién de iones y agua (Salas-
Silva et al., 2021).

Esta modulacién de la bilis es importante para su almacenamiento en la vesicula biliar,
y mas tarde, en presencia de alimentos y por estimulacion de la hormona
colecistoquinina (CCK8) y motilina, se libera su contenido dentro del duodeno (Di
Ciaula et al., 2017).

Dentro del intestino los &cidos biliares llevan a cabo su funcién como emulsificante de
grasas y componentes lipidicos favoreciendo la absorcién de nutrientes en el intestino.
Posteriormente aquellos acidos biliares primarios que se encuentran en circulacion
pueden pasar por el colon y sufrir otras transformaciones que incluyen la remocion,
oxidacion o epimerizacion de grupos hidroxilo por parte de la microbiota. Este proceso
los convierte en acidos biliares secundarios (Arias & Wiley, 2020; McGlone & Bloom,
2019).

El 95% de las sales biliares en circulacion pueden retornan al higado por absorcion en
el ileon ubicado en la parte terminal del intestino delgado, y algunos remanentes se
reabsorben por el colon ya sea por transportadores o mediante difusion pasiva (Ikpa et

al., 2020), de tal forma que en el hepatocito pueden volver a modificarse. Lo que
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algunos autores denominan acidos biliares terciarios (Di Ciaula et al., 2017). Este
proceso de movimiento de acidos biliares es conocido como circulacion enterohepatica.
Como hemos descrito, poner en circulacion los acidos biliares es un proceso complejo
el cual depende de varios puntos de regulacién que garantizan que se cumplan las
funciones que estos tienen en el higado y a lo largo del intestino, principalmente.

Sin embargo, existen diversos factores que pueden alterar el correcto funcionamiento

en la formacion de la bilis, su funcién, circulacion y hasta su reciclamiento.

1.5 Enfermedad colestasica

Las enfermedades hepaticas siguen representando un serio problema de salud publica,
esto en gran medida relacionado con el estilo de vida moderno caracterizado por el
consumo de alcohol, enfermedades virales hepéticas, consumo elevado de alimentos
ricos en grasas y sin olvidar el consumo de drogas, productos herbolarios y
suplementos alimenticios que hacen del higado un érgano susceptible al dafio por su
actividad biotransformante (Garcia-Cortes et al., 2020; Salas-Silva et al., 2021).

Todos estos factores pueden llevar a desérdenes progresivos condicionando al dafio
hepatico, presentandose enfermedades que pueden afectar el arbol biliar como
principal alteracibn o secundaria, es decir, como consecuencia de alguna otra
hepatopatia como son la esteatosis, fibrosis, cirrosis y cancer.

Colestasis

Cuando el sistema biliar es afectado puede aparecer un sindrome colestasico. La
colestasis es un desorden hepatico que ocurre cuando el flujo biliar normal se
encuentra afectado lo que provoca un decremento de la bilis que se libera al duodeno.
(Isaacs-Ten et al., 2020). Las causas de la colestasis pueden ser alteraciones en la
habilidad de hepatocitos o colangiocitos para la formacion de la bilis clasificada como
colestasis funcional o por inflamacion fibrosa de los ductos biliares y la obstruccién
mecanica del flujo biliar clasificadas como colestasis obstructiva (Salas-Silva et al.,
2021; Slijepcevic et al., 2018).

Factores de riesgo



Todas ellas pueden ser consecuencia de la presencia de tumores o calculos biliares,
reacciones autoinmunes, embarazo, hepatotoxicidad inducida por drogas (DILI), o
infecciones virales, bacterianas o parasitarias del higado (Wammers et al., 2018).

La principal causa de la enfermedad colestésica es la desregulacion en la formacion y/o
secrecion de la bilis, pero ademas se presenta un exceso en la acumulacion de sales
biliares en el higado y en suero (Fickert et al., 2013; Wu et al., 2018), que pueden
provocar el dafio hepatico y progresar a cirrosis, carcinoma hepatocelular o
colangiocarcinoma (Qiu et al., 2021; Slijepcevic et al., 2018).

Prevalencia e incidencia

La prevalencia de esta patologia ha incrementado globalmente en los recientes afios,
representando el 10.26 % de los pacientes que presentan alguna enfermedad cronica
del higado debido a que es una enfermedad poco estudiada a diferencia de otras
enfermedades hepdticas y por tanto se ha convertido en uno de principales problemas
de salud publica (Li et al., 2019).

Tratamiento

No es casualidad que actualmente vaya a la alza los casos de esta patologia ya que las
opciones terapéuticas para la enfermedad colestasica siguen siendo limitadas. Hasta el
dia de hoy el uso del acido ursodesoxicélico (AUDC) en combinacién con algunos
agentes inmunosupresores y antiinflamatorios es el tratamiento de primera linea en
pacientes con colangitis biliar primaria (PBS) y en colestasis intrahepaticas del
embarazo (Salas-Silva et al., 2019; Smith & Rood, 2020).

El AUDC es un acido biliar secundario con caracteristicas hidrofilicas. Al incrementar
sSus concentraciones se desencadenan tres principales mecanismos de accién, uno de
ellos es la modulacién de la estructura y composiciéon de micelas ricas en fosfolipidos,
mismos que previenen el dafio a membranas de colangiocitos por la presencia de
acidos biliares hidrofobos. Se ha observado de igual manera, que el AUDC estimula la
secrecion de HCO; favoreciendo la formacion de mucosa a lo largo del arbol biliar.
También el uso clinico del AUDC estimula la secrecion de bilis y la expresion de
transportadores canaliculares que terminan disminuyendo la acumulacion hepatica de
acidos biliares. Finalmente mantiene la integridad del tejido ya que disminuye la muerte

celular por apoptosis por activacion de Fas (Paumgartner & Beuers, 2002).



A pesar de esto, es necesario continuar con la evaluacion de moléculas que tengan
efectos parecidos a los que presenta el tratamiento con AUDC o bien, que nos ayuden
a contrarrestar los dafios por colestasis desde diferentes perspectivas y de esta forma
ampliar las opciones farmacolégicas para personas con este padecimiento.

1.6 El factor de crecimiento de hepatocitos y su receptor c-Met

El factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) fue descubierto en suero de ratas
sometidas a hepatectomia parcial por lo que fue descrita como una proteina
mitogénica. Esta proteina se sintetiza en una forma inactiva, la cual sufre protedlisis
mediante miembros de la familia de proteasas ADAM para dar lugar a un polipéptido de
697 residuos de aminoacidos, unido por un enlace disulfuro (Gémez-Quiroz, 2012).

El HGF es producido por células mesenquimales, tales como células estelares
(fibroblastos hepaticos), su principal blanco es el receptor celular de transicion epitelio-
mesénquima (c-Met) presente en células epiteliales y endoteliales, en el que el sitio de
union a HGF se encuentra en su dominio SEMA, dominio de la region extracelular de
semaforinas y sus receptores plexinas (Gomez-Quiroz, 2012).

El receptor c-Met es un proteina transmembranal con un dominio extracelular
heterodimero e hidrofébico. Es un receptor con actividad de tirosina cinasa en su parte
intracelular, las fosforilaciones en Tyrl234 y Tyrl235 incrementan la actividad del
receptor, mientras aquellas en Ser975 o Tyrl003 lo inhiben (Muriel & ScienceDirect,
2017).

Se ha documentado que distintos los factores de crecimiento son los principales
reguladores de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en ingles) como: el
Factor de crecimiento transformante 3 (TGF- [3), Factor de crecimiento epitelial (EGF) y
el Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) (Muriel & ScienceDirect, 2017).
Otras fosforilaciones importantes son Tyrl349 y 1356, ya que actuan como sitio de
anclaje para el reclutamiento de proteinas adaptadoras como la proteina de unién al
receptor del factor de crecimiento 2 (Grb2), homologia src/colageno (SHC), proteina
adaptadora asociada a Grb2 (Gabl) y CT10 (virus del tumor de pollo No. 10)



regulador de quinasa/similar a Crk (Crk/CRKL) con transductores de sefial
fosfatidilinositol-3-OH quinasa (PI3K), transductor de sefial y activador de Ila
transcripcion-3 (Stat3), fosfolipasa C-y (PLCy), factor de intercambio de nucleétidos de
guanina Ras siete (SOS), Src cinasa, y Src region de homologia-2 que contiene
proteina tirosina fosfatasa 2 (SHP2) para la transduccion de sefiales (Arnold et al.,
2017).

Se ha observado que HGF/c-Met regula el estado redox celular debido a que
incrementa el contenido de enzimas antioxidantes como catalasa, superoxido
dismutasa 1y 2, y las relacionadas con el glutation. EI mecanismo desencadenado en
presencia de HGF induce activacion de la cinasa PKC, quien de manera dual fosforila
al factor nuclear Nrf2 y a la subunidad p47 de la NADPH oxidasa para su activaciéon
(Clavijo-Cornejo et al., 2013; Gomez-Quiroz, 2012). También se ha observado que la
presencia de HGF incide sobre la regulacién de la subunidad pro-oxidante p22 del
complejo de oxidasas (Simoni-Nieves et al., 2021) para dirigir sefializacién por ROS y
modular procesos apoptoticos. La actividad de la NADPH oxidasa libera a Nrf2 de su
proteina represora Keapl que es una proteina sensor del estado redox y a su vez
media la degradacion via proteosomal por la oxidacién de sus residuos de cisteina. La
liberacion de Keapl junto con la fosforilacion de Nrf2 permiten su translocacion al
ndcleo y por consiguiente la transcripcion de proteinas antioxidantes (Muriel &
ScienceDirect, 2017).

La respuesta antioxidante por parte de HGF resulta relevante en el estudio de
patologias, como la colestasis, en las que la generacion de ROS se manifiesta en el

dafio al epitelio.

1.7 Mecanismo de dafio colestasico por ANIT

Para el estudio de las enfermedades colestésicas se requieren de modelos
experimentales que propicien informacion mecanistica. Existen diversos modelos de
colestasis que nos permiten el estudio de esta enfermedad, uno de los mas usados es
el inducido por la administracion de a-Natftilisotiocianato (ANIT), compuesto quimico

altamente téxico. ElI ANIT es capaz de inducir colestasis de dafio agudo o crénico y el
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modelo derivado del tratamiento con ANIT favorece condiciones para estudiar los
mecanismos moleculares de dicha colangiopatia.

El mecanismo de dafio por ANIT se debe a la capacidad de excrecion de xenobibticos
del hepatocito, ya que ANIT al ser asociado al glutation (GSH) por la actividad de la
GSH S-transferasa, es transportado via el transportador MRP2 a la bilis, donde por pH
alcalino se disocia dejando ANIT y GSH libres. Dentro de los ductos biliares el ANIT se
somete a ciclos de absorcion y biotransformacion, lo que dirige a aumentar sus
concentraciones biliares y por lo tanto su toxicidad (Mariotti et al., 2018). La toxicidad
por ANIT se desencadena por un incremento de la apoptosis por estrés oxidante en los
colangiocitos, una tasa de muerte celular que no puede ser compensada por la
proliferacion estimulada por el dafio colangiocelular (Salas-Silva et al., 2019). Ademas,
la agresion a los ductos lleva a la activacion de neutréfilos que finalmente terminan

colaborando al deterioro del higado (L. Yu et al., 2017).

El modelo agudo provocado por ANIT interrumpe el flujo biliar por necrosis y
descamacion del epitelio en ductos interlobulares, por lo que la colestasis que se
induce es resultado de una obstruccion biliar. Algunos de los efectos del tratamiento
con ANIT son el incremento de la permeabilidad de las uniones estrechas entre
hepatocitos y, con ello, la baja capacidad de excretar sustancias, como los mismos
acidos biliares, bilirrubinas y conjugados (Dahm, 2010). Por otra parte, el modelo de
ANIT es un modelo de colestasis que, por ende, la mayoria de los estudios se han
dirigido a evaluar que sucede en el higado y buscar alternativas enfocadas a la
proteccion de este d6rgano. Sin embargo, el higado no es un érgano aislado y las

afectaciones a otros sistemas han sido de poco interés.

1.8 Eje higado e intestino

El intestino es un organo conectado directamente con el higado por el ducto comudn
biliar que descarga la bilis en el duodeno. ElI higado e intestino trabajan
coordinadamente, por lo tanto, durante el desarrollo de alguna enfermedad ambos
organos pueden encontrarse comprometidos (Pandak & Kakiyama, 2019). En una

colestasis, es perturbada la circulacion enterohepatica de los acidos biliares, lo que

11



provoca una disminucion de la cantidad de acidos biliares en el lumen intestinal
(Modica et al., 2012) lo que en consecuencia genera la perdida de la barrera intestinal y
que finalmente termina contribuyendo a la progresion de la enfermedad hepatica (Lui et
al., 2018; Isaacs-Ten et al., 2020).

Ei intestino es un érgano complejo y compuesto por cuatro diferentes secciones, en
primer lugar, el duodeno, yeyuno e ileon forman parte del intestino delgado el cual se
organiza en microvellosidades y criptas intestinales que incrementan la superficie de
contacto. La diferencia entre estas dos es que en las vellosidades encontramos tipos
celulares bien diferenciados, mientras que las criptas contienen primordialmente a las
células madre (Zhang et al., 2019).

Al final del ileon inmediatamente comienza el intestino grueso o colon que a diferencia
del intestino delgado este solo presenta criptas intestinales en las que se facilita
principalmente la secreciéon de mucosa para albergar una gran cantidad de bacterias.
De manera general este 6rgano cuenta con diferentes tipos celulares que contribuyen a
su funcionalidad (Figura 4). Los enterocitos o células absorbentes son el principal tipo
celular en el intestino, estos son encargados del transporte y seleccion de moléculas a
través de ellos; las células goblet se ubican intercaladas entre los enterocitos y tienen
una importante funcion secretora de moco encargado de proteger el intestino de
agentes patégenos. Principalmente en las criptas se encuentran las células endocrinas
gue contienen granulos eosinofilos que previenen la invasion de organismos ajenos al
epitelio y finalmente tenemos las células paneth activas para la secrecién de diversos
factores para la diferenciacion y crecimiento de células madre, asi como granulos

antimicrobianos para la proteccion de la region (Zhang et al., 2019)
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Figura 4. Disposicion de tipos celulares en el intestino delgado e intestino grueso. En la imagen se
muestra del lado izquierdo la vellosidad y cripta, asi como la distribucién de los tipos celulares en

intestinales. Del lado derecho se muestra la cripta intestinal tipica del colon. Adaptado de Baker, 2014.

2. Antecedentes

La circulacion de los acidos biliares implica la participacién y coordinacion del higado
con otros organos, por lo que en afos recientes se ha visto que las enfermedades
colestasicas no afectan exclusivamente al higado (Fickert et al., 2013; Ollo et al., 2019;
Salas-Silva et al., 2020). En un modelo murino con ligadura del ducto biliar comun, se
demostré que, para evitar la sucesiva acumulacion de acidos biliares en el higado,
estos se eliminan por via basolateral y como consecuencia afectan el epitelio renal
(Fickert et al., 2013), esto mismo se ha reportado en respuesta al tratamiento con ANIT
(Salas-Silva et al., 2020). El pancreas es otro 6rgano que se relaciona con el dafio por
enfermedades colestasicas; sin embargo, este ha sido un mecanismo poco estudiado
(Ollo et al., 2019).

En cuanto al eje higado-intestino, se ha encontrado que la colestasis afecta la
permeabilidad del intestino (Isaacs-Ten et al., 2020) a causa de la pérdida de las
uniones estrechas entre las células epiteliales intestinales (Isaacs-Ten et al., 2020; Liu
et al., 2018; Modica et al., 2012). La pérdida de las uniones estrechas esta fuertemente
ligada a la sobreexpresion del TNF-a e IL1-B, asi como al reclutamiento de neutrofilos y
macrofagos (Ido et al., 2005; lkpa et al., 2020; Isaacs-Ten et al., 2020; Liu et al., 2018;
Modica et al., 2012; Thompson et al., 2018). Isaacs-Ten et al. (2020), reportan que el
colon es la zona del intestino mas permeable y de mayor inflamacion durante la
colestasis, seguida por el ileon. Ante el aumento en la permeabilidad del intestino
también se desencadena muerte celular por apoptosis a lo largo del intestino delgado y
el colon, hallazgo observado en un modelo de ratones con ligadura del ducto biliar (Liu
et al., 2018).

El modelo agudo de colestasis inducido por ANIT reportado por Salas-Silva et al.,
(2020) no ha reportado evaluaciones en el intestino, sin embargo Sukhotnik y
colaboradores (2012) observaron algunos cambios fisiolégicos en un modelo murino

con tratamiento agudo de ANIT, pérdida de la mucosa intestinal, disminucién del
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tamano de las vellosidades asi como la profundidad de las criptas intestinales, estan

afectadas por la disminucion en la proliferacion y el incremento de la apoptosis.

Ante el dafo intestinal se pueden desencadenar factores que revierten el dafio como
HGF/c-Met. Se ha reportado que HGF/c-Met tiene relevancia experimentalmente en
cultivos de criptas intestinales murinas como un analogo de la actividad del EGF el cual
es importante para la proliferacion, sobrevivencia y diferenciacién celular (Joosten et
al., 2017b). De igual forma, se ha descrito la relevancia del HGF en la regeneracion de
la mucosa intestinal y proliferacion celular en modelos experimentales de colitis (Ido et
al., 2005). El impacto directo del HGF sobre la inflamacion no ha sido demostrado, no
obstante, se considera que es consecuencia de la recuperacion de la barrera intestinal
(Ido et al., 2005).

Con base a lo anterior es importante conocer la relacion que existe entre el dafio
colestasico y la integridad y funcién intestinal en todos sus segmentos, asi como
determinar si el HGF es capaz de inducir efectos protectores como se ha observado en

otros 6rganos.

3. Justificacion

Las enfermedades colestasicas a diferencia de otras patologias hepaticas reciben una
menor importancia y debido a esto, son pocos los trabajos dedicados a conocer y
proponer nuevas estrategias para el tratamiento de la colestasis.

A pesar de esto, actualmente se sabe que las enfermedades colestasicas se
encuentran asociadas a otras patologias intra y extra hepaticas entre ellas,
enfermedades virales como la hepatitis B y C, enfermedad del higado alcohdlico,
enfermedades infecciosas, efectos hormonales del embarazo, sindrome de intestino
corto, disbiosis intestinal, la coledocolitiasis, pancreatitis y cancer de pancreas; mismas
en las que la colestasis podria estar siendo la principal causante o bien contribuyendo
al agravamiento de la enfermedad.

Por esta razén y con los estudios anteriormente mencionados el presente trabajo
pretende analizar los efectos del HGF en un modelo agudo de colestasis inducido por

ANIT mismos que nos ayudarian a obtener mas informacion sobre las afectaciones a
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nivel intestinal y posteriormente poder proponer elemento del mecanismo de HGF para

el tratamiento de la enfermedad colestasica.

4. Hipotesis
El factor de crecimiento de hepatocitos ejercera proteccion intestinal ante el dafio

colestasico inducido por el ANIT en ratones.

5. Objetivo general
Caracterizar el efecto protector del HGF en el intestino de ratones sometidos al dafio

colestasico inducido por ANIT.

6. Objetivos especificos

1. Determinar el dafio colestasico inducido por ANIT en ratones.

2. Caracterizar el impacto del dafio colestasico inducido por ANIT en el Intestino y el
efecto protector del HGF.

3. Evaluar la inflamacién del intestino ante el efecto colestasico y el efecto del HGF.

4. Cuantificar la muerte por apoptosis en el modelo de dafio con ANIT y el efecto
protector del HGF

5. Determinar el estado oxidante que mantiene el epitelio intestinal en respuesta al

tratamiento con ANIT vy el efecto del HGF en el estado redox.

7. Material y métodos

7.1 Disefio experimental

El desarrollo de este estudio se llevo a cabo basandonos en el modelo de colestasis en
ratones reportado en el grupo por Salas-Silva, (2020). Para trabajar este modelo se
usaron ratones macho de la cepa CD-1, entre 10-12 semanas de edad. Todo el estudio
estuvo apegado a la guia de los Institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos
(NIH) para el cuidado y uso de Animales de laboratorio y a la Norma Oficial Mexicana
(NOM,) NOM-062-ZO0-1999. Se trabaj6 con 20 animales que se dividieron
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aleatoriamente en cuatro grupos de acuerdo con los tratamientos (NT, ANIT,
ANIT+HGF y HGF).

Los ratones fueron sometidos a un tratamiento de 48 h (Figura 5). Se trataron con una
dosis de ANIT intragastrica (ig) de 60 mg/kg (Sigma Aldrich, USA, #N4525), diluido en
aceite vegetal. Después de 24 h de iniciado el tratamiento con ANIT se administr6 el
HGF 10 pg/kg intravenoso (iv) (Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA, #100-39). A los ratones
control se le administré la misma dosis Unicamente con el vehiculo, finalmente, cada
raton se alojo en jaulas metabdlicas en las ultimas 12 h de tratamiento con agua ad
libitum con el fin de la obtencién de materia fecal y orina. Posterior a las 48 h se llevé a
cabo la eutanasia bajo anestesia con isoflurano (2% isoflurano y 2 L/min de oxigeno).

Se obtuvo sangre, tejido hepatico e intestinal.

0 24 48 h
i
ANIT %
| | |
ANIT+HGF % =
g
$ 3
HGF |
NT l I

Figura 5. Disefio experimental del estudio. El factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) se us6 a una
dosis de 10 pg/Kg (iv) y el ANIT se administro a una dosis de 60 mg/kg (ig).
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El tejido intestinal se disecciond en 4 secciones: duodeno, yeyuno, ileon y colon. Para
que la recoleccion del tejido intestinal se hiciera de manera adecuada se tomé en
cuenta la guia reportada por (Ruehl-Fehlert et al., 2003), quien resume las diferentes

localizaciones del intestino murino (Figura 6).

Localizations: 1) Duodenum: 1 cm distal to the pyloric sphincter
2) Jejunum: central section
3) lleum: 1 cm proximal to cecum
4) Cecum
5) Colon: central section
6) Rectum: 2 cm proximal to the anus

Figura 6. Tejido intestinal seccionado en sus diferentes areas. Tomado y modificado de Ruehl-Fehlert C,
et al. 2003.

7.2 Evaluacion histolégica.

La evaluacion histologica se llevé a cabo recuperando el intestino y lavandolo con
solucion salina isoténica (NaCl 0.9%), inmediatamente el tejido fue almacenado en
formaldehido al 4%. Las muestras se embebieron en parafina y se obtuvieron los cortes
en un portaobjetos. Para las tinciones, los portaobjetos con el tejido se mantuvieron
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durante 10 minutos a 60°C y se desparafinaron con xilol por 10 minutos. Para rehidratar
el tejido se sumergieron los cortes en un tren de alcoholes que fue del 100 % al 70 %
para finalmente hidratar en agua, cada uno por 5 minutos.

El tejido se tifid con hematoxilina de Harris por 5 minutos y se enjuag6 con agua por
otros 5 min. Para observar la coloracion azul se sumergio el portaobjetos en HCI-EtOH
al 96 % y en agua amoniacal, preparada con 200 mL de agua destilada con 3-4 gotas
de amoniaco. En seguida se enjuagé con agua corriente y destilada, por 2 min cada
una. Para proseguir se afiadio eosina alcohdlica durante 2 minutos. Para deshidratar el
tejido se utilizdé una serie de alcoholes de manera reversa (70 %-100 %) hasta finalizar
con xilol. Los cortes deshidratados se montaron con Dako Cytomation (Salas-Silva,
2016).

7.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (QRT-PCR)

Para la cuantificacién de la expresiéon de ARNm, se llevé a cabo el aislamiento de ARN
total usando el reactivo TRIzol (# 15596018, Thermo Fisher Scientific, EE. UU.) como
indica el proveedor.

La retro-transcripcion se realiz6 usando el kit de sintesis de cDNA iScript (# 1708891
Bio-Rad) mezclando 1 pg de ARN total, 4uL del Mix 5x iScript y 1 uL de la transcriptasa
reversa iScript en 20 yL de volumen de reaccion. Una vez obtenido el cDNA se realizo
el andlisis de RT-gPCR en tiempo real.

Para la reacciéon RT-gPCR se prepard una reaccién de 10 yL de volumen total la cual
incluia 1ug de cDNA, 2 uL de primers sentido y anti-sentido, asi como 5 pyL de SYBR
Green 2x supermix (# 172-5016 Bio-Rad Laboratories, EE. UU.).

De acuerdo con el protocolo de reaccion se incubd las muestras durante 10 min a
95°C, después se mantuvo por 40 ciclos de 30 segundos a 95°C y 60 segundos a la
temperatura especifica segun el cebador. Como control de la amplificacién se usé el
nivel de expresion de la proteina ribosdomica S18 y se calculo la expresion absoluta por
el método comparativo 2- AAct. Para todas las reacciones se utiliz6 un termociclador

CFX96 Touch (Bio-Rad).

Tabla 1. Secuencia de primers utilizados para evaluacion de la inflamacion a nivel ARNm.

Nombre Forward Reverse
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il-6 AGTTGCCTTCTTGGGACTGA | TCCACGATTTCCCAGAGAAC

iI1-beta GGGCCTCAAAGGAAAGAATC | TACCAGTTGGGGAACTCTGC

tnf-alfa GCTGAGCTCAAACCCTGGTA | CGGACTCCGCAAAGTCTAAG

7.4 Contenido proteico de enzimas antioxidantes

La extraccion de proteinas del tejido intestinal se realizé mediante sonicacién en frio.
Posteriormente se centrifugd a 8900 X g durante 1 min a 4°C. La pastilla obtenida se re
suspendido con 200ul de buffer de lisis T-PER (#78510 Pierce Chemical, EUA)
suplementado con inhibidores de fosfatasa y proteasas (#11836145001 Roche,
Francia).

Las muestras se sometieron a agitacion en un vortex y se incubaron por intervalos de
10 min para volver a centrifugar a 17000 X g por 10 min a 4°C.

Para la cuantificacion de la proteina se utilizé un kit de BCA (Pierce Chemical, E.U.A.).
y se calcul6 la cantidad de proteina tomando como referencia una curva de albumina.
La electroforesis se llevd a cabo en geles de poliacrilamida al 15% en presencia de
dodecilsulfato de sodio (SDS) al 0.1% a un voltaje de 120V por 90 min. Posteriormente
se realizé una transferencia humeda en la que se utilizaron membranas de PVDF
(#10600021 Life Science, Alemania) activadas con metanol frio. La transferencia se
dej6é a un voltaje de 120V por 90 min.

Una vez que las proteinas fueran transferidas a la membrana, se realizé un bloqueo de
zonas inespecificas con leche descremada al 5% disuelta en un buffer de Tris-salino
con Tween 20 (TBST) y se incubd la membrana durante 1h en agitacion. Por ultimo, se

incubaron los anticuerpos (Tabla 2) toda la noche a 4°C en movimiento.

Tabla 2. Lista de anticuerpos utilizados para la evaluacién del contenido proteico.

Anticuerpo Catélogo Marca Dilucion
Glutation peroxidasa 4 GPx4 #sc-166570 Santa Cruz 1:1000
Superoxido dismutasa 1 SOD-1 #sc-17767 Santa Cruz 1:1000
Superoxido dismutasa 2 SOD-2 #sc-133134 Santa Cruz 1:1000
Catalasa #C0979 Sigma-Aldrich 1:1000
Caspasa 3 #9661 Cell signaling 1:200
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CD163 #ab182422 Abcam 1:200

F4/80 #ab60343 Abcam 1:200

Después del tiempo de incubacion el anticuerpo secundario correspondiente se deja
por 90 min, una vez transcurrido el tiempo la membrana se lavo 3 veces con TBST por
10 min. Las membranas se revelaron con una mezcla de peréxido de hidrogeno y
luminol en una relacion 10:1000 y se obtuvieron imagenes en un fotodocumentador
GelLogic 1500 (Biostad, E.U).

7.5 Inmunofluorescencias (IF)

La deteccion de la proteina F4/80 marcador para macréfagos se realiz6 con cortes
histolégicos embebidos en parafina, de tejido intestinal proveniente de ratones y
pacientes. El tejido fue calentado a 60 °C por 5 min ademas se pas6 por un tren de xilol
e isopropanol para eliminar los restos de parafina e hidratar los cortes. Para la
recuperacion de antigeno, la muestra fue sumergida en un buffer de citratos durante 1h
en bafo maria y permeabilizada en 0.1% de Triton X-100 en PBS por 5 min en
temperatura ambiente. Después de lavar con PBS, los sitios de unién inespecificos se
bloquearon con 5% de suero de cabra o suero fetal bovino en PBS por 30 min.
Terminando el blogqueo la muestra se dejo en incubacion a 4°C toda la noche con el
anticuerpo primario (Tabla 2). Al siguiente dia se dieron 3 lavados de 10 min en PBS
frio para eliminar excesos y en caso de que el anticuerpo lo requiriera, se incubd el
anticuerpo secundario por 90 min a temperatura ambiente. Se dieron 3 lavados de 10
min en PBS y se afiadid medio de montaje con DAPI (#H-1200 Vector Laboratories,
U.S.A)

7.6 Inmunohistoquimicas (IHC)

Los cortes histoldgicos de los tejidos pasaron por un proceso de desparafinacion como
previamente se ha indicado, se pas6 por un tren de xilol e isopropanol. Una vez
hidratados se delimitaron los tejidos con plumén hidrofébico Pad-pen y se sumergieron
en un buffer de citratos para exposicién de antigeno por 1h a bafio maria para dejar

posteriormente dejar enfriar por 30 min. Los tejidos se permeabilizaron con 0.1% de
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Triton X-100 en PBS o TBS por 10 min y con PBS o TBS por 5 min. Para desactivacion
de la peroxidasa enddgena se trataron las muestras con peréxido de hidrogeno al 3%
en metanol por 10 min y 3 con 1X PBS o TBS por 5min. Continuando el procedimiento,
se incubaron las muestras por 1h en buffer de bloqueo preparado con suero de caballo
al 2%, PBS 1X, 1% BSA, 0.01% Triton-X diluido en agua destilada.

Para la deteccidn del anticuerpo-antigeno primero se dejé en incubacién el anticuerpo
primario (Tabla 2) durante toda la noche a 4°C, posterior al bloqueo. Al siguiente dia se
realizaron 3 lavados por 3 min con TBS-Tritdn y se usé el Kit de deteccion (#ab64264
Abcam, US). Para contrastar la tincién se usé hematoxilina incubando en la muestra
por 5 min y se hicieron lavados sumergiéndolas por tres ocasiones en agua destilada.
Para fijar la muestra se pasé por el tren de isopropanol y xilol y se us6 medio de
montaje (#06522 Sigma-Aldrich, Alemania).

7.7 Tincién de Azul alciano

Se prepar6 acido acético glacial al 3 % en agua destilada para posteriormente diluir
azul alciano 8GX (#A3157 Sigma, Alemania) al 1%. Para el procedimiento de tincion las
muestras fueron desparafinadas sumergiéndolas en xilol y etanol al 100 %, 95 % y 70
%. Una vez hidratado se cubrié con acido acético 3% por 3 min e inmediatamente se
sumerge el tejido en la soluciéon 1% azul alciano 3% acido acético a temperatura
ambiente durante 30 min. Se lavo el tejido en agua corriente por 5 min y se incub6 con
hematoxilina. La muestra se sumergié rapidamente en etanol absoluto y se dejé secar,
previo al montaje y observacion microscopica. Todas las observaciones al microscopio

se realizaron con un microscopio invertido Carl Zeiss 780 LSM-NLO (Gena, Alemania).

7.8 Determinacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)

Para determinar la generacibn de ROS se realiz6 el ensayo de deteccion de la
fluorescencia del dihidroetidio (DHE). La técnica fue realizada obteniendo tejido fresco
embebido en OCT (#4583 Sakura Finetek, USA). Se hicieron criocortes histoldgicos
inmediatamente y en el portaobjetos se dej6 incubando con la sonda de DHE (DHE, 5
MM # D11347, Invitrogen, CA, EE. UU.) por 15 min en obscuridad y a temperatura
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ambiente. Los tejidos se evaluaron por microscopia confocal (Carl Zeiss 780 LSM-NLO)

a longitudes de onda de excitacion de 485 nmy 570 nm de emision.

7.9 Pruebas de funcion hepética

La determinacién de la alanina aminotransferasa (ALT), la fosfatasa alcalina (ALP) y
gama glutamil transpeptidasa (GGT) se realizo por medio de SpotChem (SpotChem
EZ, ARKRAY, USA), siguiendo las indicaciones del fabricante.

7.10 Anédlisis estadistico

Los datos se presentan como la media = error estandar de la media (SEM). Para el
andlisis de datos se utilizé el software Prism 8 (GraphPad Software, San Diego, CA,
EE. UU.) para Mac iOS. La prueba de andlisis de varianza (ANOVA) se us6 para
comparar los valores medios entre grupos. Todos los experimentos se realizaron con al
menos tres repeticiones bioldgicas y tres repeticiones técnicas. La diferencia

estadistica se tomo con al menos un valor de p < 0.05.

8. Resultados
Se decidio validar el modelo de colestasis intrahepatica quimica inducida por ANIT a
pesar de que nuestro grupo ha reportado previamente el modelo (Salas-Silva et al.,
2020). La figura 7 muestra el aspecto macroscopico del higado y la vesicula biliar. El
higado se muestra con un ligero cambio en su coloracion en el tratamiento con ANIT,
efecto restablecido con el tratamiento con HGF. Interesantemente, la vesicula biliar
presenté cambios destacados el color de la bilis, pasando de un color ambar a un color
verde obscuro, indicando concentracion de bilis y sugiriendo una disminucion en su

contenido.
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Figura 7. Efectos macroscoépicos del dafio colestasico del ANIT y el efecto protector del HGF. Imagenes

representativas de al menos 3 ratones.

Con la finalidad de confirmar la colestasis, se midieron por métodos automatizados, las
actividades séricas de la alanina aminotransferasa (ALT), la fosfatasa alcalina (ALP) y
gama glutamil transpeptidasa (GGT), siendo la primera prueba un marcador de dafio
hepatocelular, y las dos ultimas de dafio colangiocelular, indicando un compromiso de

todo el sistema hepatico (Figura 8).
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Figura 8. Marcadores de dafio hepético y colestasico. Alanina aminotrasferasa (ALT), fosfatasa alcalina

(ALP) y gama glutamil transpeptidasa (GGT). Se muestra la media de al menos 4 animales de
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experimentacion. * p < 0.05 vs NT. & p < 0.05 vs ANIT.

8.1 El modelo de colestasis aguda con ANIT induce dafio a nivel intestinal y HGF

lo protege.

Como parte de estudiar si el modelo de colestasis agudo reportado por Salas Silva
(2020) comprometia la integridad del tejido intestinal, nos propusimos observar

cambios indicadores de dafio a nivel macroscopico.

significativos macroscopicamente (Figura 9).
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Figura 9. Visualizacion macroscopica del tejido intestinal en sus diferentes secciones (Duodeno, yeyuno,
ileon y colon). En cada recuadro se observa el tejido extraido de ratones sometidos al tratamiento con
sus respectivos controles. Las imagenes son representativas de al menos 3 animales de

experimentacion.

Las primeras valoraciones en el intestino delgado se realizaron a partir de observar
cambios en la excrecion de materia fecal en cada uno de los grupos. En la figura 10 se
muestra la disminucién de la cantidad de heces en aquellos ratones colestasicos
(Figura 10), lo cual sugiere un cambio en la funcionalidad intestinal inducido por ANIT.

Para evaluar microscopicamente los cambios en el tejido del intestino delgado se
hicieron tinciones por H&E, las cuales indicaron una disminucion del diametro en el
lumen y del engrosamiento de la pared intestinal al tratar a los animales con ANIT
(Figura 11).

Este estrechamiento del intestino posiblemente sea la razon por la que se compromete

el paso de la materia fecal a través del yeyuno.

De igual manera, los ratones que se trataron con ANIT y el HGF fueron evaluados para

determinar el efecto del factor de crecimiento en el intestino. En donde no se determiné
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un cambio significativo en la cantidad de heces excretadas en los ratones tratados con
HGF, comparado a los ratones control y ademas el diametro del lumen y el
engrosamiento de la pared intestinal recuperaron la estructura similar a la de los

ratones no tratados.
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Figura 10. Disminucién de heces excretadas en ratones sometidos al tratamiento agudo de ANIT. A)
Recoleccion y cuantificacion de heces fecales por raton. Se recolectd heces fecales durante las 12 h
finales del estudio. Las imagenes son representativas de al menos 3 animales de experimentacion. La

grafica muestra la media + error estandar de la media (SEM). * p < 0.05 vs NT.
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Figura 11. Arquitectura del yeyuno de ratones tratados con ANIT (60 pg/kg), HGF (10 pg/kg) o ambas
dosis. A) Muestra tinciones H&E. Las flechas muestran el lumen de un tamafio similar al del NT. En el
acercamiento se observa el grosor de la pared intestinal. Las imagenes son representativas de al menos

3 animales de experimentacion.

8.2 HGF preserva el estado del tejido intestinal a nivel ileon y colon posterior a

una colestasis aguda.

Durante la circulacion enterohepatica los &cidos biliares poseen un sistema de
reciclamiento donde la expresidon especifica de transportadores ASBT y OSTa/B,los
cuales son encargados del reciclamiento de acidos biliares en el ileon, hacen de este
una zona de estudio de importancia en la enfermedad colestasica.

Por consiguiente, analizamos histologias de ileon (Figura 12A), el tamafio de la
vellosidad (Figura 12B) y profundidad de la cripta (Figura 12C). Los resultados
muestran que el ileon se afecta por el tratamiento con el ANIT; con diferencia de lo que
ocurrid en los ratones con colestasis, los ratones co-tratados con HGF presentan
valores normales de la profundidad de sus criptas y también se vieron favorecidos al

incrementar el tamafio de su vellosidad como se observa en las figura 12.
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Figura 12. Restablecimiento del tejido intestinal en la administracion de HGF a nivel ileon. A) muestra
H&E a diferentes aumentos de la parte terminal del intestino delgado. B) tamafio de la vellosidad medido
en micras a un aumento de 200x. c) profundidad de la cripta tomada en cuenta desde la base de la
vellosidad medido en micras a un aumento de 200X. Las imagenes son representativas de al menos 3
animales de experimentacion. Los histogramas muestran el promedio * error estandar de la media
(SEM). *p <0.05 vs NT; & p <0.05 vs ANIT.

Tanto el ileon como el colon compartieron eventos similares, se observé en el colon
gue las criptas incrementaron su profundidad como respuesta a la administracion de
HGF, con diferencia de los ratones de los grupos NT y ANIT (Figura 13).
Posteriormente nos enfocamos en conocer si el tejido estaba siendo funcional en cada
uno de los tratamientos. El colon es una seccion del intestino que depende fuertemente
de su funcidn secretora que va a prevenir la translocacién de una gran cantidad de
bacterias que se alojan dentro del lumen. Esto nos llevd a observar la secrecion de
mucinas como factor protector del colon y conocer si el HGF también afecto de manera
directa o indirecta en este proceso. Lo que se observo fue un ligero pero significativo
incremento en la secrecidén de mucinas en el colon como efecto de reparacion por parte
del HGF posterior al dafio con el ANIT (Figura 14).
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Figura 13. Proteccion en el colon por HGF por incremento en el tamafio de las criptas intestinales. A)
muestra las tinciones con H&E en donde se pueden observar los cambios morfolégicos en los 4
tratamientos. B) muestra el tamafio en micras de criptas modificadas por el tratamiento con ANIT y HGF
evaluado a un aumento 200X. Las imagenes son representativas de al menos 3 animales de
experimentacion. Los histogramas muestran el promedio + error estandar de la media (SEM). * p < 0.05
vs NT.
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Figura 14. Contenido de mucinas determinado por tincidon de azul alciano en el colon. A) Contenido de
mucinas en el colon. B) Cuantificacion de la tincion por el software Image J a un aumento de 200X. Las
imagenes son representativas de al menos 3 animales de experimentacion. Los histogramas muestran el
promedio * error estandar de la media (SEM). * p < 0.05 vs NT; & p <0.05 vs ANIT.

Ademas de esto para saber si esta pérdida en la funcion secretora se debe a una
supuesta muerte de las células que forman las criptas, se realiz6 una IHC para la
determinacion de la caspasa 3 activa, como marcador de muerte por apoptosis. La
figura 15 muestra un incremento en la apoptosis de las células intestinales determinado
por la caspasa 3 (flechas), lo que corrobora que en el tratamiento con el ANIT
incrementa la pérdida de criptas. De manera favorable la administracion de HGF evité
esta pérdida de criptas visto por la ausencia de la tincion (Figura 15) y ademas carencia
de caspasa 3 activa en la IHC.
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Figura 15. Apoptosis en el colon determinada por el contenido de caspasa 3 activa. La caspasa 3 activa
disminuye como respuesta a la proteccion ejercida por el HGF. A) Muestra presencia de caspasa 3 en su
forma activa por IHC en tejido de colon donde las flechas nos indican células apoptéticas. Imagenes

representativas de al menos 3 ratones. Aumento original 100x

8.3 HGF regula la respuesta inflamatoria de acuerdo con los requerimientos del
tejido.

Los acidos biliares ademas de ser moléculas con propiedades para la emulsificacion y
solubilizaciébn de lipidos en el duodeno, pero también son moléculas en parte
importantes en la sefializacion en el intestino, particularmente en el ileon y el colon. Los
acidos biliares son reguladores de la inflamacion (Arias & Wiley, 2020). Por lo que
decidimos evaluar parametros de inflamacién, asi como el infiltrado inflamatorio en
estos tejidos.

Se cuantifico la expresion, por qRT-PCR, de diferentes citosinas pro-inflamatorias como
el TNF-a, IL-6 e IL-18. A nivel RNA mensajero a pesar de observar diferentes
comportamientos no se obtuvo diferencia significativa.

Para indagar mas sobre el evento inflamatorio en el ileon, se realizaron
inmunofluorescencias (IF) para detectar la presencia de células pro-inflamatorias figura

16 y 17. Los datos muestran que la cantidad de células positivas para el marcador
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F4/80 incrementd en el tejido de ileon proveniente de ratones tratados con ANIT. De la
misma forma, se demostrd que los tratamientos con HGF devuelven a valores control el
namero de células inflamatorias (Figura 16).

A diferencia de lo que ocurrié en el ileon la presencia de células positivas para F4/80
incrementaron en el colon al tratamiento con HGF (Figura 17), sin embargo, para
aclarar este comportamiento, como un marcado mas especifico determinamos por IHC
la presencia de células positivas a CD163, un marcador de macréfagos M2.

El incremento de macréfagos con presencia de CD163, con actividad reparadora en el

tejido fue evidente al tratamiento con HGF (Figura 18, cabeza de flechas).
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Figura 16. EI HGF disminuye la inflamacién en el ileon de ratones con colestasis. A) IF para F4/80
(verde) Dapi (azul). B) Grafico de células positivas observadas por campo. Las imgenes son
representativas de al menos 3 animales de experimentacion. Los histogramas muestran el promedio +
error estandar de la media (SEM). * p < 0.05 vs NT; & p < 0.05 vs ANIT.
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Figura 17. Incremento de la presencia de macrofagos en el colon. A) IF para F4/80 (verde) Dapi (azul).

B) Grafico de células positivas observadas por campo, se observa el incremento de respuesta por

macroéfagos en el colon. Las imagenes son representativas de al menos 3 animales de experimentacion.

Los histogramas muestran el promedio + error estdndar de la media (SEM). * p < 0.05 vs NT; & p < 0.05

vs ANIT.
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Figura 18. Presencia de macréfagos con actividad reparadora

el
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positivos para CD163 en colon,

incrementan con el tratamiento de HGF. A) Muestra IHC con marcado con cabezas de flechas las células

positivas para el marcador. B) Numero de células marcadas por CD163. Las imagenes son

representativas de al menos 3 animales de experimentacion.
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Después de las evaluaciones en ratones hasta este punto, pudimos obtener algunas
muestras de pacientes con enfermedad colestasica para determinar si de igual manera
el intestino estaba condicionado al dafio como ocurrié en los ratones.

Se hicieron tinciones por H&E que nos permitieron observar caracteristicas del tejido,
de igual manera como anteriormente en los ratones con dafio por ANIT, los pacientes
presentaban acortamiento de vellosidades, ademas algunas de las muestras
presentaban perdida de criptas intestinales y en un acercamiento también se observo
presencia de neutroéfilos y eosinofilos (Figura 19).
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Figura 19. Evaluacion de duodeno de pacientes con enfermedad colestasica. A) Muestra imagenes del
tejido de pacientes. Las imagenes muestran acortamiento de vellosidades (*). Del lado derecho se
muestra acercamiento en el que se observa presencia de neutrofilos (flechas amarillas) y eosinofilos
(cabezas de flecha). De la misma forma, en el acercamiento de la parte baja se observa la pedida de

criptas. Las imagenes son representativas de 6 pacientes evaluados de 16 obtenidos.

8.4 El manejo de las especies reactivas de oxigeno por HGF juegan un rol

importante para la proteccién del epitelio.

Para dilucidar los mecanismos por los que HGF estaba protegiendo al intestino,
procedimos a estimar como se encontraba la regulacion redox en estas dos secciones

de estudio. Primero se determino el contenido proteico de la superoxido dismutasa 1y
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2 (SOD1-SOD2) ya que son la primer respuesta ante la generacion de anion
superoxido para transformarlo en perdxido de hidrogeno en los pasos de la respuesta
antioxidante.

Lo que obtuvimos fue el incremento de SOD1 y SOD2 ante la presencia de HGF en el
ileon y colon, sin embargo, el incremento en la tasa de formacién de anién superéxido
o peroxido de hidrogeno aun representan un peligro a nivel celular (Figura 20A).

Por lo tanto, para demostrar que el incremento de SOD era realmente para dirigir a una
respuesta antioxidante en el intestino, evaluamos el contenido de glutation peroxidasa
4 (Gpx4) la cual dirige en su ultimo paso la formacion de peréxido de hidrogeno en
agua. Lo que observamos fue que posterior al dafio con ANIT, el HGF incremento el
contenido de Gpx4 para responder al incremento de ROS tanto en el ileon como en el
colon. Interesantemente la cuantificaciobn proteica de catalasa no tuvo cambio
significativo (Figura 20A).

Mas adelante, para corroborar la presencia de ROS en el epitelio y dar mayor sustento
se decidio llevar a cabo la cuantificacion de anidon superoxido por medio de DHE.
Consistentemente, la generacion de ROS en los ratones tratados con HGF posterior al
dafio con ANIT disminuyd significativamente la presencia de anion superoxido. A
diferencia de los ratones administrados con ANIT en los que observamos un claro
incremento del ROS (Figura 20B-C).

El mismo ensayo por DHE fue realizado en tejido fresco correspondiente al colon, en la
Figura 21 se puede observar que de manera similar a lo que obtuvimos en el ileon, los
tratamientos en los que se administr6 HGF hubo una disminucion de generacion de
anién superoxido mientras que los tratamientos con el ANIT incrementaron la

fluorescencia por DHE.
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Figura 20. Regulacién redox como parte de la proteccion de HGF al ileon. A) contenido proteico de
enzimas antioxidantes en cada tratamiento. B) muestra un panel representativo de la tincion por
dihidroetidio. C) cuantificacion de ROS generadas por anion superdxido. Las imagenes son
representativas de al menos 3 animales de experimentacion. Los histogramas muestran el promedio +
error estandar de la media (SEM). * p < 0.05 vs NT; & p < 0.05 vs ANIT.
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Figura 21. Regulacion de ROS en el colon. A) muestra el contenido proteico de enzimas antioxidantes
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tincién derivada de la presencia de ROS en el tejido. Las imagenes son representativas de al menos 3
animales de experimentacion. Los histogramas muestran el promedio + error estadndar de la media
(SEM). *p =0.05 vs NT; & p <0.05 vs ANIT.

9. Discusion

En diferentes estudios se ha reportado que los &cidos biliares son importantes
reguladores metabdlicos, y debido a ello es que son objeto de investigacion en diversas
patologias como el NASH (Gillard et al., 2022), el NAFLD (Dai et al., 2021), la diabetes
(Ballan & Saad, 2021), la obesidad (Lin et al., 2019) y la pancreatitis (Muili et al., 2013),
por mencionar algunas. Encontrar blancos terapéuticos dirigidos a regular la
homeostasis de acidos biliares o bien, disminuir los dafios causados por estos en la
patologia es de suma importancia para la atencion clinica. Ya que aproximadamente un
30% de los casos de DILI se convierten en una complicacion colestasica (Y. C. Yu et
al., 2017), porcentaje que probablemente es sobreestimado en la realidad (Garcia-
Cortes et al., 2020).

Una de las caracteristicas en la enfermedad colestasica es la consecuente falla de
otros 6rganos. De manera implicita el dafio hepatico, pero también se ha reportado la

deficiencia renal e intestinal en esta patologia. En diferentes publicaciones del grupo de

37



investigacion, se ha reportado sobre los mecanismos de una colestasis aguda inducida
por ANIT. Un modelo en el que se ha observado dafio hepatico, aparicion de zonas
necroticas e incremento de infiltrado inflamatorio; sin embargo, en investigaciones
previas se demostro también el dafio a nivel renal (Salas-Silva et al., 2020).

En ambos casos, para disminuir o contrarrestar los efectos ocasionados por el ANIT se
ha propuesto la administracion del HGF, ya que este es una proteina que se ha
presentado como un importante regulador de ROS, de reparacién y sobrevivencia,
ademas que sus efectos protectores no solo se limitan al dafio colestasico, sino que
también se han observado efectos positivos en otros modelos de dafio hepatico
(Dominguez-Pérez et al., 2016), de pancreatitis (Palestino-Dominguez et al., 2018) y en
tuberculosis (Bello-Monroy et al., 2020).

Las afectaciones generadas por la acumulacién de &cidos biliares generan una
explosion de ROS por el efecto toxico en las células hepaticas. Mismo efecto que se
controla en presencia de HGF por medio de la activacion del factor de transcripcion
Nrf2 y sus genes blanco, muchos de ellos relacionados con proteinas antioxidantes,
anti-apoptoticas y de reparacion, y particularmente en la expresion de transportadores
gue pueden favorecer el flujo biliar.

Interesantemente, los efectos reportados en colestasis por Salas-Silva (2020) sugieren
fuertemente efectos coleréticos, lo que abre la posibilidad potencial de su impacto en la
resolucion de la enfermedad, no solo controlando estrés oxidante, sino también
haciendo mas eficiente el flujo biliar.

En consecuencia, los resultados obtenidos en higado se extrapolaron al rifién, donde
HGF control6 el estrés oxidante en ambos Organos mejorando su estado y
funcionalidad, como lo muestra la tesis de Salas-Silva (datos no publicados, Salas-
Silva, 2022, en progreso).

Dado que el intestino es otro de los 6érganos con alteraciones por la desregulacién de
acidos biliares, el objetivo de este estudio fue determinar si el efecto protector de HGF
se extendia de la misma forma hasta el intestino de ratones sometidos al dafio.

En las primeras observaciones del intestino como se describe en la figura 11, se
observé un evento de engrosamiento de la pared del intestino, asi como un evidente

estrechamiento del lumen en yeyuno de ratones tratados con ANIT. Este evento se ha
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reportado en pacientes con la enfermedad intestinal de Crohn y se asocia al incremento
en la inflamacién y fibrosis (Alfredsson & Wick, 2020; Rieder et al., 2018). Tanto la
fibrosis como el engrosamiento de las paredes de musculo liso dirigen a una
constriccion del intestino asociado a sintomas de obstruccion en pacientes (Alfredsson
& Wick, 2020).

Como podemos observar en la figura 10, los ratones tratados con ANIT mostraron tener
una deficiencia en la excrecion de materia fecal lo que podemos relacionar con un
evento de obstruccion intestinal que nos ayudd a corroborar el dafio del tejido. Por el
contrario, cuando los ratones fueron co-tratados con HGF el tejido conservo el lumen
intestinal ademas de evitar el engrosamiento de las paredes intestinales, es decir,
regulando la inflamacién y fibrosis que podria estar desencadenando el modelo de
colestasis.

De forma paralela, Isaacs y colaboradores (2020) reportaron que una colestasis
inducida por ANIT provoca una mayor permeabilidad del colon por la disminucién de la
expresion de sus uniones estrechas.

Por otra parte, la reabsorcion de sales biliares en el ileon por circulacion enterohepatica
provoca que sea una de las areas mas estudiadas en las enfermedades colestésicas.
Se ha observado que cuando se reduce la cantidad de acidos biliares liberados al
intestino por una ligadura del ducto biliar esto se acompafia de una disminucion en el
transporte de acidos biliares ileal (Dumaswala et al., 1996). Cabe mencionar que la
reduccion en la expresion de los transportadores responsables del movimiento de
acidos biliares favorece la permeabilidad y por supuesto el dafio intestinal (Zhang et al.,
2011)

Si bien nosotros observamos un efecto positivo del tratamiento con HGF a nivel
yeyuno, debido a lo anteriormente descrito fue que dirigimos nuestra investigacion a
estas dos areas en particular para conocer si HGF pudiera proteger de manera mas
eficiente al epitelio susceptible al dafio.

En el tratamiento que se observé el dafio al ileon Figura 12, la presencia de HGF
promovio la regeneraciéon del epitelio afectado por el tratamiento con ANIT generando
vellosidades con un mayor tamafio, ademas los ratones control para HGF demostraron

el mismo efecto lo que se traduce como una mejor funcionalidad del epitelio.
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De hecho, se ha reportado que la sefializaciéon por RTKs regula la homeostasis y
regeneracion intestinal por medio de receptores como EGFR y MET (Joosten et al.,
2017). En nuestro modelo bajo condiciones de estrés el tratamiento de HGF podria
estar jugando un rol protector por diferentes blancos, sugiriendo que la renovacion,
disminucién de la muerte celular en el epitelio y la diferenciacion son algunos de los

mecanismos de proteccion.

Interesantemente en el colon se repitié el incremento de la profundidad en las criptas
Figura 13, acorde con lo reportado anteriormente, donde HGF incrementa la
proliferacion para la reparacion de criptas y recupera la secrecion de mucosa en el

dafio agudo intestinal en ratas (Choda et al., 2004).

Dentro de la lamina propia intestinal, la formacién de criptas conlleva la funcionalidad
de diferentes tipos celulares, una de las observaciones en las histologias fueron
algunas zonas donde se mostro la pérdida de criptas intestinales. Especialmente el
colon es un area que depende mucho de la presencia de estas criptas y de que estas
estén funcionales ya que no se encuentra dotado de vellosidades. Lo que se demostré
fue que un incremento en la presencia de la caspasa 3 en su forma activa indic6 que
hay una mayor tasa de muerte celular por el dafio causado por ANIT, y contrario a esto
pudimos observar y fortalecer la hipotesis de que los ratones que fueron co-tratados
con HGF dirige la disminucién en la muerte celular programada a nivel intestinal.

Las células caliciformes y Paneth secretan mucosa y péptidos antimicrobianos,
respectivamente, lo que hace que la secrecién de mucinas regule el paso de agentes
patdgenos y sean iniciadores de procesos inflamatorios (Peterson & Artis, 2014).

Para indagar si HGF tiene impacto en el proceso de secrecion de mucosa visto como
un factor de proteccién, realizamos la tincion de azul alciano, la cual nos permitio
observar la presencia de mucinas acidas secretadas por células caliciformes presentes
en las criptas. Nuestros resultados muestran el incremento de la secrecion de mucina
en los ratones A+H, que pudimos observar de manera mas detallada en un aumento de
200x, el cual fue mayormente estimulada como una consecuencia del dafo previo con

ANIT y en respuesta al co-tratamiento con HGF.
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Para el colon es muy importante mantener la integridad de la secrecion de mucosas, ya
gue aqui se encuentran una gran cantidad de bacterias y este proceso le confiere una
primer barrera contra la translocacion bacteriana (Johansson et al., 2008). Corroborar
la translocacion en el intestino es uno de los eventos que sin duda debe ser evaluado

para fortalecer nuestro resultado.

Como se mencion6 anteriormente, la mucosa esta estrechamente relacionada con la
respuesta inmunolégica y por lo que sugieren nuestros resultados la presencia de HGF
afecta el proceso inflamatorio. Por una parte, en el ileon HGF disminuyé el namero de
células positivas para el marcador F4/80, mientras que extraflamente en el colon estas
células incrementaron al tratar con el factor de crecimiento. Para corroborar lo que
extrafiamente observamos en el colon por medio de una inmunohistoquimica pudimos
observar que la presencia del marcador para CD163 incremento en los ratones tratados
con HGF por lo que determinamos que después del dafio, HGF es capaz de mejorar el
estado del intestino grueso por un reclutamiento de macréfagos de reparacion de
manera similar a lo que se ha observado en tejido renal (Yoshimine et al., 2021)
ademas HGF tuvo una respuesta diferencial ya que, una mayor presencia de
macrofagos M2 (Landis et al., 2018) nos induce una respuesta antibacteriana vital para
evitar el dafio en el colon, que como se menciond anteriormente resulta susceptible por
la gran cantidad de bacterias que almacena.

Este dltimo punto nos ofrece un panorama poco explorado del HGF como agente
inmunomodulador en el intestino, aspecto que ya habiamos reportado en un modelo de
tuberculosis pulmonar progresiva, donde vimos que el HGF inmunomodula de manera
diferencial al pulmén y al higado (Bello-Monroy et al., 2020). Nuestros datos apuntan a
un efecto similar en el intestino, lo que hace un aporte sumamente relevante a lo
reportado en este trabajo.

En este estudio también se evaluaron muestras de duodeno de pacientes con un
patrén colestasico, el duodeno es una zona caracterizada por tener vellosidades largas
para realizar sus funciones de movimiento y absorcion del quimo, en Figura 19 se
observé que la disminucion del tamafio de la vellosidades ademas acompafado de

dafo en la criptas, de las que depende sumamente la integridad del intestino, ya que al

41



ser un tejido altamente expuesto a diferentes agentes de dafio la renovacion de
enterocitos y por lo tanto de células madre se lleva a cabo continuamente.

También encontramos infiltrado inflamatorio confirmandonos los patrones de dafio por
colestasis observados en ratones y sus similitudes en pacientes.

Finalmente observamos que parte del cuidado del epitelio intestinal se debié a la
regulacion del estrés oxidante desencadenado por la administracion de ANIT. Estos
resultados demostraron una vez mas que HGF disminuye el dafio en el intestino por
regulacion de ROS que se desatan por el dafio, ademas que esto lo hace mediante la
accion de proteinas implicadas con el glutation. De igual manera la regulacién de ROS
en el intestino en ratones inyectados con HGF nos indica fuertemente de igual manera
gue hay una activacion del factor nuclear Nrf2 mediante su fosforilacion y la de su
proteina regulador “keap” en el intestino; sin embargo, es algo que mas adelante
debera de ser evaluado. Lo anterior nos indica que la condicion del intestino no solo
mejora posiblemente por la disminucion en el dafio del higado y todo lo que se arroja a
nivel sistémico, sino que HGF directamente prepara al intestino para activar su propia

magquinaria de proteccion y de esta manera contribuir a la defensa del higado.

10.Conclusion

En nuestro trabajo demostramos que la accion reparadora del HGF no solo lleva a cabo
su accion en el higado, también en el intestino, en donde se hace una fuerte
retroalimentacion positiva al higado.

HGF demostré incrementar la proliferacion y reparacion de criptas y vellosidades
intestinales, ademas de favorecer la respuesta inmune ante el dafio colestasico y
mejorar la secrecion de mucosa que representa una de las principales barreras contra
patégenos. Finalmente, se verificO que el HGF controla el estallido de ROS en el
intestino, que es uno de los principales mecanismos de dafio por una colestasis. Los
mecanismos por los que HGF desencadena todos estos procesos de proteccion

intestinal, siguen siendo un punto importante para futuras investigaciones.
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