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Endo endotelina

ERK1/ERK?2 cinasas relacionadas con la sefializacion extracelular
Fem fentolamina

GFAP Proteina glial fibrilar

HGF factor de crecimiento de hepatocitos
HSC células estelares hepaticas

IP, inositol 1,4,5-trifosfato

JNK cinasa de Jun

LPA acido lisofosfatidico

MAO monoamino oxidasa

MAPK proteinas cinasas activadas por mitogeno
MEC matriz extracelular
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fosfoinositol 3 cinasa

fosfolipasa C especifica de fosfoinisitidos
cinasa A dependiente de AMPc
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sistema nervioso central
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sistema nervioso simpatico
superoxido dismutasa

Sinaptofisina

factor de crecimiento transformante a
factor de crecimiento transformante b
inhibidor de la metaloproteinasa tisular
transglutaminasa tisular
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Il. RESUMEN

Las células estelares hepéaticas (HSC) juegan un papel muy importante en el desarrollo del
dafio y la regeneracion del higado. El entendimiento de su activacion por causa de un dafio
hepatico resulta de gran importancia para poder tener nuevas estrategias terapéuticas. Para ello un
modelo comunmente utilizado son las células estelares hepaticas de rata. Se tienen lineas celulares
obtenidas de higados cirréticos de rata que presentan caracteristicas bien definidas, y con
frecuencia se utiliza el cultivo primario, ya que las células durante el cultivo presentan las

caracteristicas de células activadas de manera espontanea.

Actualmente existen algunos trabajos que plantean que el sistema nervioso esté jugando
un papel importante en los procesos de dafio y regeneracion hepaética. Por ello consideramos que
es relevante saber si en el modelo de células estelares de rata, éstas son capaces de responder a los
estimulos del sistema nervioso. Siendo la norepinefrina (NE) uno de los principales
neurotransmisores, ademas de que se ha encontrado elevada en pacientes con cirrosis hepatica,

decidimos estudiar si las células pueden responder a este neurotransmisor.

El objetivo del trabajo fue determinar si las HSC de cultivo primario de rata y de la linea
celular CFSC2G eran capaces de reconocer el estimulo de b NE. Las HSC fueron cultivadas y
tratadas con Fura-2AM para poder observar el calcio intracelular y con isoproterenol 10uM por 5
min para realizar la medicion de AMPc.

En experimentos realizados para medir la liberacion de calcio intracelular ante el estimulo
de la NE encontramos que las células estelares activadas en cultivo primario y de la linea celular
CFSC2G no presentan una respuesta a NE, mientras que en la medicién de la produccion de
AMPCc si encontramos una respuesta estadisticamente significativa.

Por ello concluimos que la respuesta a NE en las HSC de cultivo primario de rata y de la

linea celular CFSC2G es mediada por los receptores b adrenérgicos, con una produccién de

AMPc como segundo mensajero.
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I11.  INTRODUCCION

El higado es el érgano de mayor tamafio del cuerpo. Es responsable de muchas funciones
complejas que incluyen: la formacion de bilis, el almacenamiento y metabolismo de carbohidratos,
la formacion de cuerpos cetdnicos, la reduccion y conjugacion de las hormonas esteroides
suprarrenales y gonadales, la desintoxicacion de sustancias y toxinas, la elaboracién de proteinas
plasmaticas incluyendo la albimina, la inactivacion de polipéptidos hormonales, la formacion de

urea, y otras funciones importantes en el metabolismo de los lipidos (Ganong 1992; Taub 2004).

La unidad funcional basica del higado es el lobulillo hepatico, estructura cilindrica de unos
cuantos milimetros de longitud y de 0.8 a 2 mm de didmetro. En el humano hay
aproximadamente entre 50 000 a 100 000 lobulillos (Guyton 1987). EIl higado esta constituido
por diversos tipos celulares, entre ellos los hepatocitos, las células endoteliales, las células de

Kupffer, las células “pit”, las células dendriticas y las células estelares (HSC) (Kmiec 2001).

Los hepatocitos constituyen la mayor poblacidn celular del higado y se les puede atribuir la
mayoria de las funciones hepéticas, también son el blanco principal de los agentes que producen
dafio. Las células endoteliales son una barrera de filtracion importante entre los hepatocitos y las
macromoléculas y las células sanguineas presentes en el lumen sinusoidal, previniendo su contacto
directo y determinando el intercambio de substancias. Tambien participan en las funciones
inmunoldgicas del higado. Las células de Kupffer, que también se encuentran en el sinusoide, son
macrofagos residentes del drgano, que se encargan de la desintoxicacién de agentes exdgenos y
sustancias enddgenas, ademas de participar en la respuesta inmune asi como en la produccion de
citocinas. Las células “pit” son las células asesinas naturales residentes del higado. Las células
dendriticas capturany procesan antigenos, migran a los 6rganos linfoides y secretan citocinas que
inician la respuesta inmune (Senoo 2004). Las HSC estan situadas en el espacio de Disse; toman,
almacenan y liberan el 80% del total de retinoides del cuerpo, principalmente vitamina A, la cual

se encuentra en forma de gotas lipidicas (Arias et al. 2001; Taub 2004).
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El higado puede ser dafiado por diversos agentes etioldgicos como los virus de la hepatitis
B y C, el alcohol, diversos farmacos, los metales como el cobre y el hierro, enfermedades
autoinmunes, etc., que generan diversos problemas. El higado responde con inflamacién, necrosis
0 bien con apoptosis de las células dafiadas, y, en el caso de ser un dafio cronico, fibrosis, cirrosis
y posibilidad de llegar al cancer (Zern 1993). Como consecuencia del dafio repetido, el higado
realiza un proceso de remodelacion similar al observado en otros 6rganos. Ademas de la
regeneracion de los hepatocitos, las células residentes no parenquimatosas como las HSC se trans-
diferencian hacia miofibroblastos (MF) que generan matriz extracelular (MEC) requerida para la
adecuada reparacion del tejido. Al persistir el dafio, se acumulan los MF y laMEC, principalmente
colagena tipo I, que conduce a la fibrosis. Con base en el papel de las HSC en la fibrogenesis, la
inhibicion de la acumulacién de MF es frecuentemente considerada como una estrategia racional
para el tratamiento de las enfermedades créonicas del higado (Magness et al. 2004; Pinzani et al.
2004).

.1 CELULAS ESTELARES HEPATICAS.

Estas células han recibido diversos nombres, como el nombre del investigador que las
describio, es decir células Ito, hasta por su forma caracteristica, como células estelares hepéticas.
También se les conoce como células perisinusoidales, pericitos hepaticos, lipocitos o
almacenadoras de grasa (Friedman 1996; Arias et al. 2001). Constituyen entre el 5y el 8% de las
células del higado. Su principal funcion, es la de ser almacenadoras de Vitamina A, por lo que
aproximadamente un 20.5% de su volumen celular estd constituido por gotas lipidicas

principalmente de palmitato de retinil (Friedman 1996).

El origen embrioldgico de las HSC aln no ha sido del todo esclarecido. Tradicionalmente
se considera que su origen es a partir del mesénquima (Senoo 2004), mientras que @n base en
estudios de microscopia, se ha propuesto que su origen sea endodermico, aunque también pudiera
ser mesodérmico; recientemente se planted una nueva propuesta que sugiere que el origen de

estas células es neuro-ectodérmico por la expresion de proteinas asociadas con el sistema nervioso
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central (Geerts 2004). Se ha observado que las HSC expresan marcadores neuroendocrinos como
sinaptofisina, proteina glial fibrilar, etc., y tienen receptores para neurotransmisores; ademas
expresan marcadores caracteristicos de adipocitos mientras que las HSC activadas expresan
marcadores mitogénicos como la a actina de masculo liso @-SMA), por lo que se encuentra en
consideracion que su origen puede ser de células de la cresta neural (Cassiman et al. 2002;
Friedman 2004; Batalleret al. 2005).

Los cambios clave que sufren las HSC durante el desarrollo de la fibrosis son que aumenta
su namero en el tejido dafiado, debido a que proliferan y cambian el tipo de proteina de MEC que
producen, asi como la cantidad; incrementan la produccion de colagena tipo I, 111y IV,
comparado con el higado normal en donde casi no se reproducen y producen colagena tipo I,
IV y VI (Safadi et al. 2002; Ramadori et al. 2004).

Estudios realizados en los 80’s demostraron que las HSC, més que los hepatocitos,
secretan grandes cantidades de colagena en el higado dafiado (Maher et al. 1988). Como
consecuencia del dafio, las HSC se activan hacia células tipo MF, con el incremento en su
proliferacion, secrecion de citocinas, sintesis de colagena y contractilidad. Estudios realizados en
anos recientes indican que también otros tipos celulares tales como fibroblastos portales y MF
vasculares, tienen potencial pro-fibrogénico en el higado dafiado (Magness et al. 2004; Rippe ¢t al.
2004).

La activacion de las HSC es un proceso que consta de dos etapas: la iniciacion y la
perpetuacion. En las etapas iniciales de la activacion de las HSC existen cambios en la expresion
génica y el fenotipo, son predominantes los eventos regulatorios transcripcionales asociados con
la activacion y traslocacién de moléculas de sefializacion, existe una induccidon temprana de genes
todo esto puede deberse a diversas sefiales que captan las HSC, entre ellas la comunicacion con
sus células vecinas o algunos cambios quimicos que detectan, indicdndole la presencia de un dafio
hepatico. Algunos autores sefialan que posteriormente ocurre una etapa de transicion, en la que la
célula expresa componentes de ambos estadios: el inactivo y el activo, y sugieren que en este
estadio las HSC aln pueden regresar a su condicion normal. Finalmente se presenta un proceso
de perpetuacién que implica la regulacion autdcrina y pardcrina de eventos claves como el

incremento en la proliferacion, la atraccion a ciertos quimicos, la capacidad contractil, la
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formacion de fibrogénesis, la quimioatraccion con otras células, la pérdida de retinol o gotas de
lipidos que contenia y la degradacion de ciertos componentes de la MEC (Friedman 1996;
Friedman 2000; Safadi and Friedman 2002; Hernandez 2004; Senoo 2004). La generacion de MF
también se considera un proceso con 3 cambios de estado: preinflamatorio, inflamatorio y termina

en postinflamatorio, donde ya tenemos a las HSC activadas (Gressner 1998).

Los mecanismos de activacion de las HSC son cruciales para el entendimiento de la
fibrosis hepética y han sido ampliamente estudiados, ya que estas células activadas son las
principales productoras de la MEC vy tienen la capacidad de autoperpetuar el dafio (Hernandez
2004).

En las HSC activadas han encontrado que se activa el factor nuclear kappa B (NF-kB) de
manera constitutiva y que esta involucrado en la sobre-regulacion de genes proinflamatorios tales
como citocinas, quimiocinas y moléculas de adhesion teniendo un papel antiapoptético de
supervivencia en estas células. EI mecanismo puede involucrar la inhibicion de la cinasa de Jun
(INK) y de la proteina activadora 1 (AP-1), que a su vez modula el inhibidor de la
metaloproteinasa tisular (TIMP-1), que también es modulado por las proteinas cinasas activadas
por mitogeno (MAPK) como las cinasas relacionadas con la sefalizacion extracelular
(ERK1/ERK?2). Con esto podemos observar que los mecanismos moleculares de supervivencia y
muerte y sus interacciones en las HSC son muy complejos y desconocidos (Elsharkawy et al.
2005).

111.1.1. CULTIVO PRIMARIO DE HSC Y LINEA CELULAR CFSC2G.

El cultivo primario de HSC de rata y el uso de lineas celulares son herramientas muy Utiles
en el estudio de este tipo celular. Actualmente se conocen varios marcadores que se utilizan para

diferenciar si las células se encuentran activadas o inactivadas (tabla A).
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La linea celular CFSC2G, proveniente de higado cirrotico de rata dafiado con tetracloruro

de carbono (CCl,), presenta caracteristicas principales de las HSC activadas, que méas adelante se

describen, después del segundo pasaje. Por ello resulta ser una herramienta util en el estudio de

este tipo celular (Greenwel et al. 1991). Estas células fueron donadas al laboratorio de la Dra.

Concepcion Gutiérrez por el Dr. M. Rojkind.

Dado que se han realizado multiples trabajos para poder definir las caracteristicas que se

expresan en los varios tipos de HSC a continuacién se presenta la tabla A que resume los

resultados encontrados por los diversos autores (Greenwel et al. 1991; Cassiman et al. 2002;
Cassiman and Roskams 2002; Ramadori and Saile 2004).

Caracteristicas

HSC

Cultivo primario de rata

Primeros dias

Linea celular

Después de 7 dias CESC2G
(inactivadas) (activadas)

Gotas lipidicas +++ - -
a-SMA Actina a de musculo liso + +++ ++
N-CAM | Moléculas de adhesion neural | - ++
GFAP Proteina glial fibrilar +/- +++ ++

Desmina +/- +++ +++

Elastina -

SYN Sinaptofisina - +

Factor de crecimiento
TGF-b1l | transformante-bl +/- + +

Fibronectina + ++

Vimetina + +

Factor de crecimiento
BDNF derivado del cerebro + +
NGF Factor de crecimiento neural - ++
aBCRYS | a-B-cristalina + ++
NT-3 y -4 | Neurotrofinas tipo 3y 4 - +

Colagena tipo | +/- ++ +++

Colagena tipo IV ++ - -

Tabla A.-Comparacién entre HSC de cultivo primario de

CFSC2G.

rata activadas e inactivadas y la linea celular
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1.2 SISTEMA NERVIOSO (SN).

Las subdivisiones estructurales basicas del sistema nervioso humano son el sistema
nervioso central (SNC) y el sistema nervioso periférico (SNP). El primero consta del cerebro y la
médula espinal, el segundo de los nervios sensoriales y motores distribuidos en todo el cuerpo que
envian informacion hacia y desde el cerebro y la médula espinal (Rains 2004). Los componentes
sensoriales del sistema nervioso abastecen de informacion al sistema nervioso central acerca del
ambiente interno y externo. El efecto integrado del procesamiento central es traducido finalmente
en acciones por los componentes motores del sistema nervioso central y periférico (Purves et al.
2001).

EI SNP esta dividido en dos: el sistema nervioso somatico que controla los movimientos
musculares voluntarios; es independiente pero integrado al SNC que se encarga del procesamiento
cognitivo previo a los movimientos voluntarios. El sistema nervioso autonomo (SNA) es la
segunda division del SNP y controla los movimientos musculares involuntarios e inerva 6rganos
internos, vasos sanguineos y glandulas; éste se divide en simpatico y parasimpatico (Rains 2004),
que difieren entre si por el &rea desde donde emergen las fibras preganglionares, por la cercania de
esos ganglios con respecto al 6rgano hacia el cual se dirigen, por el neurotransmisor que regula a

dicho 6rgano y por sus funciones (Gilman et al. 1998).

La division parasimpatica, a su vez, presenta dos subdivisiones, la craneana y la sacra. La
primera esta constituida, por los pares craneanos Il1, VII, IX y X (Vago). La segunda por los
nervios raquideos que emergen de las regiones sacra y coccigea de la columna vertebral. En ambas
subdivisiones, la primera neurona se ubica en el sistema nervioso central, es colinérgica y presenta

un axén muy largo que inerva a la segunda neurona, la cual es como una interneurona, de axén
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muy corto, ubicada en la pared misma del dérgano visceral que inerva y libera como
neurotransmisor acetilcolina (ACh) (Gilman and Winans 1998). La inervacion parasimpatica que

llega al higado deriva del nervio vago (Colle ¢t al. 2004).

El sistema nervioso simpatico (SNS) presenta fibras preganglionares que emergen del area
toracolumbar. Los ganglios estan, en comparacion, muy lejanos de los 6rganos que inervan. La
NE es su neurotransmisor. Su funcidn, entre otras, es la de poner al organismo en la actitud de
alerta o de agresion frente a una alarma (Gilman and Winans 1998).

11.3. NOREPINEFRINA (NE).

La NE al ser & los primeros neurotransmisores descubiertos y gracias a su estructura
quimica ha podido ser estudiada a profundidad con cierta facilidad. Se ha logrado tener una gran
cantidad de informacion sobre ella, como su sintesis, degradacion y funciones principal es (Iversen

et al. 1981). Este neurotransmisor también es conocido como noradrenalina (Purves et al. 2001).

La NE es una catecolamina ya que esta formada por un grupo catecol y una amina. Su
funcion principal es la comunicacion entre el sistema nervioso central y el autbnomo. También se
le considera hormona o neurohormona ya que es producida y liberada por otras células que no

forman sinapsis, como las células neurosecretoras y las de las glandulas endocrinas (Brown 1994).

La NE es sintetizada por las células nerviosas y liberada en la
sinapsis celular. Se sintetiza a partir del aminoacido tirosina y es precursada
por una enzima llamada dopamina-3-hidroxilasa. Su liberacién depende de
o la liberacion de calcio en la neurona aferente. Su destruccion se lleva a

Estructura quimica cabo mediante recaptacion, donde se ven implicadas las enzimas

de la NE. monoamino oxidasa (MAOQO) y catecol-o-metiltranferasas (COMT) (Iversen

and lversen 1981).
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Se ha demostrado que la eliminacion de NE del cerebro produce una disminucion del
impulso y la motivacion, y se puede relacionar con la depresion. Ademas tiene que ver con los
impulsos de ira y placer sexual. Un alto nivel de secrecion de NE aumenta el estado de vigilia,
incrementando el estado de alerta en el sujeto, asi como también facilita la disponibilidad para
actuar frente a un estimulo. Y, contrariamente, unos bajos niveles de ésta secrecién causan un
aumento en el suefio y, también, estos bajos niveles pueden ser una causa de la depresién (Purves
et al. 2001).

Generalmente se considera que la respuesta que median los receptores a NE es antagonica
entre los subtipos principales que més adelante se describen.

111.3.1.RECEPTORES ADRENERGICOS.

Los receptores tienen dos funciones principales: el reconocimiento de transmisores
especificos y la activacion de efectores. Se pueden clasificar en dos tipos principales: ionotropicos
que abren los canales idnicos de manera directa (accion en milisegundos) y metabotrdpicos que lo
hacen de manera indirecta (accion en segundos o minutos) y se subclasifican en los receptores

acoplados a proteinas G y los receptores de cinasas de tirosina (Kandel et al. 2001).

Se sabe que existe mas de un tipo de receptores adrenérgicos, se presentan como
principales los a y b adrenoreceptores que a su vez se subdividen como veremos mas adelante.
Existen antagonistas selectivos como la prazosina para los a-adrenoreceptores y el propranolol
para los b-adrenoreceptores que nos permiten estudiar mejor sus acciones caracteristicas.

(Iversen and lversen 1981).
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La NE actua exclusivamente mediante la activacion de receptores acoplados a proteinas G
y canales ionicos (Purves et al. 2001). La respuesta mediada por canales idnicos se considera mas
rapida que la mediada por las proteinas G. La NE induce la acumulacion de segundos mensajeros
como el adenosina 3, 5-monofosfato ciclico (AMPc), el inositol 1,4,5-trifosfato (IP,), el
diacilglicerol (DAG) y el movimiento de iones como el calcio (Ca**), dependiendo del subtipo de
receptor con el cual interactia (Lodish et al. 2000). Las vias de los segundos mensajeros
interaccionan entre si, estas vias pueden generar una transmisién con consecuencias duraderas que
pueden persistir durante dias o semanas (Kandel et al. 2001).

Los receptores a adrenérgicos se subdividen en tipo 1 y 2. Resultados de estudios
farmacoldgicos y fisiologicos han llevado a sugerir que existen mualtiples subtipos de receptores a,
y a, analisis subsecuentes a la clonacién sugieren que hay 3 subtipos de cada uno. El receptor a 5
ha sido vinculado con la activacion de canales de Ca*, mientras que el a,; a la fosfolipasa C
especifica de fosfoinisitidos (PI-PLC) resultando en la liberacién de DAG y de IP,. Los 3 subtipos
conocidos de a, estan vinculados con la inhibicién de la actividad de la adenilil ciclasa (Siegel
1999). Los receptores a adrenergicos causan la contraccion de células vasculares de musculo liso
por lo que son importantes en el control de la presion sanguinea. El subtipo a, se conoce como
autorreceptor ya que se encuentra presente en las células presinapticas de las terminales nerviosas,

donde inhibe la propia liberacion de NE por lo que representa un sistema de control por

retroalimentacion negativa (lversen and Iversen 1981), y se ha encontrado en el tejido adiposo y el
pancreas, mientras que el subtipo a, se ha visto en el musculo liso intestinal, corazon, glandulas
salivares, tejido adiposo, glandulas sudoriparas y rifion (Purves et al. 2001). En la tabla B podemos
ver las generalidades de los tres subtipos de receptores a, adrenérgicos como son la farmacologia
y su estructura en el genoma humano. Los receptores a, estdn acoplados a proteinas G que
estimulan la fosfolipasa C para generar IP3 y DAG como segundos mensajeros, mientras que los

a, se unen con G,; que inhibe la adenilato ciclasa (Lodish et al. 2000).
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|| a1D || a1B || alA

Farmacologia:

Agonistas Metoxamina, Fenilefrina, Cirazolina
Antagonistas; Prazosina, WB-4101, Fentolamina
0 especificos BMY7378, SNAP-5089,
SKF105854 Indoramina
Distribucién Aorta Higado, Vaso, Rifién
células DDT,,
células MF-2
Mecanismo efector Canales de Ca“" || IP, ?
Estructura (clonacion, humano): I
numero de aminoacidos 560 515 466
ndmero de cromosoma del gen C2B C5 C8
humano

Tabla B.- Subtipos de ai-adrenoreceptores.

Los receptores b adrenérgicos, que se encuentran en las células postsinapticas, estimulan la
contraccion de musculo cardiaco y causan la relajacion de células de musculo liso del intestino y
bronquios. El subtipo b, predomina en corazén, tejido adiposo, rifion y corteza cerebral, mientras
que el subtipo b, en Utero, pancreas, glandula salival, cerebelo, musculo liso traqueal, intestinal y
de vasos sanguineos, pulmon, y cerebros de aves y ranas. Por lo tanto estos dos tipos de
receptores tienen diferente especificidad de agonismo y antagonismo de acuerdo al tipo celular
sobre el que estén actuando (Iversen and lIversen 1981; Purves et al. 2001; Skeberdis 2004). Sin
embargo, en algunos casos ambos subtipos coexisten en el mismo tejido, en ocasiones mediando
la misma respuesta fisioldgica. El subtipo b, tiene propiedades farmacoldgicas diferentes a los
anteriores, se ha vinculado con obesidad hereditaria, control del metabolismo de los lipidos y
desarrollo de la diabetes. Se expresa en el tejido adiposo café presente en roedores y humanos

recien nacidos(Siegel 1999). Podemos ver las caracteristicas generales de los subtipos de

receptores b adrenergicos en la tabla C.
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b, b, b,

Farmacologia

Agonistas. Isoproterenol
0 especificos Xamoterol, Zinterol, Procaterol |[BRL 37344, CGP
Dobutamina 12177
Antagonistas: Propranolol, Butoxamina, Dicloroisoprenalina
0 especificos Metoprolol, ICI 118551 SR 59230A
Alprenolol
Distribucion Corazon Pulmon Tejido adiposo
Mecanismo efector CAMP ?cCAMP 2cAMP
Proteina G Gs Gs G Gs G
Estructura (clonacion, humano):
ndmero de aminoacidos || 477 410 402
nimero de cromosoma | C10 C5
del gen humano
Intrones No No Si

Tabla C.- Subtipos de b-adrenoreceptores.

Los receptores b, adrenérgicos se encargan de la movilizacion de acidos grasos de tejido
adiposo, la fuerza de contraccion de miocitos y la estimulacion cardiaca; su estimulacion cronica
produce hipertrofia y apoptosis de los miocitos. Los b, regulan la broncodilatacion, vasopresion,
la inhibicion de la contraccion uterina y la glucogendlisis, y promueven la sobrevivencia de los
miocitos. Los b, regulan la lipdlisis (Siegel 1999; Richter et al. 2008). De cualquier forma los tres
subtipos se encuentran presentes en el corazon humano en proporciones no estimadas, y
dependiendo del estado patofisioldgico y la edad, la densidad del subtipo b; se reduce, y en
ocasiones también el subtipo b,, mientras que el b, aumenta. Esto puede ser debido a que los dos
primeros subtipos se fosforilan mediante la proteina cinasa A dependiente de AMPc (PKA) Yy la

cinasa del receptor adrenérgico b (bARK), mientras que el tercero no (Skeberdis 2004).
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Los receptores b adrenérgicos estimulan la sintesis de AMPc como segundo mensajero,
resultando en la activacion de PKA (Siegel 1999; Lodish et al. 2000). Uno de los mecanismos
emergentes para la especificidad de la sefializacion de los receptores b, y b, acoplados a proteina

G es la degradacion del AMPc a través de fosfodiesterasas de nucleétidos ciclicos (PDEs) (Conti
et al. 2007).

La mayoria de los autores concuerdan en que el subtipo b, es el receptor b adrenérgico
que predomina en el higado en las diversas cepas de ratas. En las ratas Wistar el nimero de
receptores b adrenérgicos en la superficie de hepatocitos intactos aislados se demostré que es
mayor de tres veces en hembras de 3 a 5 meses de edad que en machos (Cardani et al. 2001).
Estudios llevados a cabo en nuestro laboratorio han mostrado que en ratones de la cepa CD1, la
respuesta desplegada por NE en el higado y en hepatocitos estd mediada por receptores b

adrenérgicos (Licona-Retama et al. 2007).

11.4. INERVACION HEPATICA: SNA Y SU RELACION CON LAS HSC.

El higado humano posee un amplio suministro de nervios autbnomos que se originan en
el hipotalamo y entran al érgano con la arteria hepatica, la vena porta y el conducto biliar. Entre
los mamiferos, el humano presenta la mas elevada densidad de nervios intralobulares (Uyama et al.
2004). Las terminales de los nervios sensores estan presentes en la cdpsula hepética, vena central y
conducto biliar, estos se encargan de registrar informacion de nocirreceptores, osmo y
barorreceptores, asi como receptores idnicos y metabolicos (Colle et al. 2004).

Poco se ha estudiado sobre la relacion entre el higado y el SNA. Se conoce més sobre la
participacion en la regulacion fisioldgica de las funciones y se ha comenzado a considerar que el
sistema nervioso posee la capacidad de influir en las disfunciones hepaticas (Shimazu 1996). Por
otro lado, también se ha visto que la denervacion hepatica (como en el caso de los transplantes)
tiene muchas consecuencias en la microcirculacion, proporcién del flujo de sangre arterial y
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portal, presion sanguinea, regulacion de la glicemia y conducta digestiva, entre otros (Colle et al.
2004).

Se ha reportado que la NE afecta el metabolismo de la glucosa en los hepatocitos a través
de su receptor a,-adrenérgico (Uyama et al. 2004). También que en ratas con hiperactividad del
sistema nervioso simpatico tratadas con CCl, se ve disminuida la apoptosis hepatocelular inducida
por el factor de crecimiento transformante b (TGF-b), promoviendo la cirrosis en el animal
(Hamasaki et al. 2001). En este modelo también encontraron que el CCl, incrementa la actividad
de la transaminasa glutdmico piravica y la lipoperoxidacion, pero disminuye la actividad de la
superoxido dismutasa con lo que el dafio hepatico es mas severo que en las ratas normales, por

esto se considera que el sistema nervioso puede exacerbar el dafio hepatico (Hsu 1995).

En el transplante hepético las concentraciones de NE disminuyen, aunque no se presentan
efectos deletéreos en la secrecion de bilis, regeneracion o flujo sanguineo y los efectos negativos
conocidos son la resistencia a la insulina, hiperglicemia postprandial, incremento en la toma
caldrica, debido al cambio en el comportamiento de ingestion, y estimulacion reducida de células
progenitoras hepaticas en el canal de Hering (Colle et al. 2004). Caso contrario es en el consumo
excesivo de alcohol, ademas del dafio hepatico que ocasiona, también puede inducir cambios
transitorios en la actividad nerviosa; por ejemplo en pacientes cirréticos, la NE circulante se
encuentra elevada y llega a valores parecidos a los de individuos que presentan infarto al
miocardio, una enfermedad isquémica cardiaca (Falk-Symposium 1998).

En el higado y el plasma de pacientes cirrdticos se ha reportado una mayor presencia de
NE que en el de personas con fibrosis (Acosta et al. 2000). Al encontrar una correlacion entre el
numero de nervios colinérgicos y los fibroblastos en el higado cirrético se ha sugerido que la
actividad parasimpatica pudiera promover la sintesis de colagena y estar participando en el
proceso de reparacion del higado (Shimazu 1996). Kiba (2002) plantea la idea de que sea el
sistema nervioso central, mediante el sistema nervioso autdbnomo, quien regule la regeneracion
hepética y, recientemente Oben (2004) plantea que el sistema nervioso simpatico posiblemente

juega un papel en la regulacion de la reparacién hepatica.
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El grupo de Jude Oben ha realizado trabajos de investigacion que los ha conducido a
considerar que la fibrosis hepéatica podria desencadenarse por neurotransmisores del sistema
nervioso auténomo, y han encontrado que las HSC producen y responden ante estos
neurotransmisores del SNS promoviendo la fibrosis hepatica. Las HSC expresan adrenoceptores,
enzimas biosintéticas de catecolaminas, liberan noradrenalina y su crecimiento es inhibido con
antagonistas de los adrenoceptores (Oben et al. 2003). Ademas demostraron que la NE induce la
fibrogénesis hepatica usando como modelo ratones deficientes en leptina (ob/ob) y con niveles
reducidos de NE, ya que al administrarle este neurotransmisor se incrementa la fibrosis.
Asimismo presentan que el dafio esté relacionado con el incremento de la actividad adrenérgica y
que requiere NE para modular el fenotipo de las HSC, ademas que el mecanismo tiene
componentes separados ya que con el neuropéptido Y, que es un agonista del receptor de la NE,
solo se induce la proliferacion celular, mientras que la NE promueve la proliferacion celular y la
expresion del gen de colégena en las HSC, indicando que ambos procesos son independientes.
Esto sugiere que la interrupcion de neurotransmisores del SNS puede ser Gtil en el control de la
respuesta al dafio hepatico que lleva a fibrosis (Oben et al. 2003; Oben et al. 2004).

Dubuisson et al. (2002) observaron que la destruccion de fibras noradrenérgicas disminuye
la fibrosis en ratas tratadas con CCI, y que el tratamiento con prazosina, un antagonista a-
adrenérgico, en el mismo modelo también disminuye el desarrollo de la fibrosis por lo que
proponen que la inhibicion de la fibrogénesis del higado puede darse por antagonistas
noradrenérgicos o la destruccion de fibras adrenérgicas, inhibiendo la prolife racion de las HSC y
la produccion de colagena de estas células activadas.

En el grupo de Cassiman (2001; 2002) estudiaron los receptores de neurotrofinas en el
tejido, concluyendo que la expresion de las neurotrofinas y de sus receptores esta relacionada con
la remodelacion del tejido. También realizaron trabajos en la fibrosis avanzada y en la cirrosis en
donde sugiere que existe un cambio en las HSC ya que identifican tres distintos MF parecidos a

mesénguima en la subpoblacion del higado.

Sancho-Bru y sus colaboradores (2006) investigaron sobre la NE en HSC humanas
encontrando que induce la contraccion celular y acciones proinflamatorias. Esto es principalmente

mediado por los receptores a, adrenérgicos, que se encuentran sobreexpresados en el higado
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fibrotico humano, aunque los receptores b adrenérgicos también modulan algunos de los efectos.
La NE tiene efectos en la concentracion de Ca* intracelular presentandose numerosos picos;
estimula vias de sefalizacion intracelulares implicadas en la patogénesis de la inflamacion y
fibrosis hepatica que incluyen NF-kB, INK/AP-1 y ERK. A pesar de esto no se encontraron
efectos fibrogénicos directos sobre la expresion de colagena, lo cual puede deberse a que se
usaron pasajes completamente activados de HSC que sobreexpresan la proteina y cominmente
los agonistas fibrogenicos fallan en incrementar esta expresion.

1.5 MODELOS DE INTERACCION ENTRE LA NE YDIFERENTES
TIPOS CELULARES.

Como pudimos observar en el apartado anterior, no existe mucha informacion sobre la
relacion que existe entre la NE y las HSC, no hay modelos de las vias de respuesta intracelular que
puedan presentarse en estas células. Por ello los modelos que se han estudiado en otros tipos
celulares, que podrian presentar semejanzas con las HSC, donde describen la accion de la NE
pueden resultar Utiles al tratar de imaginar lo que pudiera estar sucediendo en las HSC. Estos
modelos resultan interesantes por las diversas respuestas que tienen, por sus propias diferencias, y
por que pueden darnos un indicio de qué podriamos buscar mas adelante al intentar caracterizar la
ruta de sefializacion de la NE en las HSC.

Podremos ver al comparar los siguientes tipos celulares diferentes a HSC que a pesar de
que existen rutas “candnicas” de transduccién de sefiales para NE, estas pueden presentar
diferencias dependiendo del tipo celular, se puede presentar entrecruzamiento de las rutas por
ejemplo: la activacién de Ca*" intracelular que puede estarse presentando también por la

activacion de los receptores b-adrenérgicos, y no solo mediante los receptores a-adrenérgicos, lo

que se debe tener en cuenta al realizar la medicion de Ca®* intracelular.
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111.5.1.CELULAS CARDIACAS.

La fibrosis cardiaca resulta de la proliferacion de fibroblastos intersticiales y el incremento
concomitante en la sintesis de componentes de la MEC y usualmente presenta complicaciones
por la hipertrofia cardiaca (Akiyama-Uchida et al. 2002). Ya que las HSC son células tipo MF,

como modelo son parecidas a las que estudian en estos problemas cardiacos.

Utilizando miocitos ventriculares de rata adulta Amin et al (2001) encontraron que la NE
incrementa los niveles de especies reactivas de oxigeno e induce el RNAm de superdxido
dismutasa (SOD-1), que tiene un papel importante en el crecimiento hipertrofico de los miocitos

cardiacos en respuesta a receptores a , adrenérgicos.

En un estudio realizado en fibroblastos cardiacos primarios de rata, Akiyama-Uchida y sus
colaboradores (2002) encontraron que la NE incrementa marcadamente la fosforilacion inducida

por el TGF-b del factor activador de la transcripcion 2 (ATF-2), indicando un sinergismo en la
sefializacién del TGF-b con la NE, la cual mediante este mecanismo incrementa la fibrosis

cardiaca, predominantemente por la via de la MAPK p38.

Iwai-Kanai y Hasegawa (2004) trabajando con miocitos cardiacos, encuentran que la NE
induce la apoptosis celular a través de su receptor b-adrenérgico acoplado a proteinas G, las
cuales estimulan la actividad de adenilil ciclasa que nos lleva a la produccién de AMPc, seguido de
la activacién de PKA. En cambio, la interaccion de NE con el receptor a-adrenérgico antagonisa
con el efecto del receptor b, su efecto antiapoptotico es mediado por la via MEK1-ERK como se
observa en la figura A tomada del articulo de Iwai-Kanai (2004) y modificada por una servidora.
La adenilil ciclasa puede ser activada directamente por la forskolina, un diterpeno aislado de
plantas que ha sido usado en estudios de regulacion y purificacion enzimatica. Todas las formas

de la enzima que han sido identificadas estdn adheridas a la membrana y son estimuladas por
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proteinas G y forskolina, y presentan distintos patrones de expresion en el cerebro y tejido
periférico, y son similares en estructura (Siegel 1999).

v W v

[ Inhibicion v
<« Activacion Apoptosis

Figura A.- Agonistas a-adrenérgicos inhiben la apoptosis inducida por agonistas (-adrenérgicos en miocitos
cardiacos.

Una actividad incrementada del receptor a, adrenérgico conduce a la preservacion de las
funciones cardiacas y limita el progreso del fallo cardiaco en una sobrecarga de presion, sin
embargo una prolongada sobreactividad es dafiina. En ratones con una marcada sobreexpresion
del receptor se observé muerte prematura y desarrollo progresivo de fibrosis miocardica (Chaulet
et al. 2006).

En los miocitos cardiacos los subtipos de receptores predominantes son b,, b, y a,. Los

a, se encuentran acoplados a la proteina G, los b, a G,y los b, a G,y G; (Nikolov et al. 2007).
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Los miocitos cardiacos de rata presentan un cambio de hiperplasmicos a hipertréficos entre los
dias 3 y 4 después del nacimiento, durante la etapa fetal y los primeros dias postnatales son
activamente proliferativos, después se quedan arrestados en la fase G, y la mitosis es bloqueada
irreversiblemente. Los receptores b adrenérgicos juegan un papel importante en la proliferacion
de los cardiomiocitos durante el desarrollo temprano postnatal. La via de p70 S6K se reduce al
bloquear este receptor, aunque otras vias de sefializacion como p38 MAPK, ERK1/ERK2 y
p44/p42 MAPK no se ven afectadas. Dosis cronicas aubhipertensivas de NE o isoproterenol
resultan en hipertrofia cardiaca (Tseng etal. 2001).

Los subtipos de receptores b adrenérgicos presentan efectos opuestos en los miocitos, por
ejemplo el subtipo b, estimula el ritmo cardiaco y la fuerza de contraccion, ademas su
estimulacion cronica produce hipertrofia y apoptosis, en cambio el subtipo b, tiene efectos
cronotropicos modestos y en estimulacion crénica produce supervivencia celular. Las
fosfodiesterasas de nucleétidos ciclicos (PDEs) juegan un papel importante en la especificidad de
la sefializacion de AMPc al prevenir su libre difusion. Ambos subtipos de receptores forman
complejos con PDES pero esta interaccion difiere en la variante, el modo y el efecto del complejo.
Como podemos ver en la figura B los receptores b, forman un complejo con PDE4D de manera
diferente a los receptores b, los cuales forman un complejo con b-arrestina y PDE, dependiendo
de la variante reclutada asi como de su estado de fosforilacion se obtiene un mayor control en la
acumulacion de AMPc en el espacio submembranal. Por esto, las diferentes formas de interaccion
pueden proveer el punto de control de la especificidad de sefial trasmitida por el subtipo de

receptor (Richter etal. 2008).
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Figura B.- Esquema de las distintas formas de interaccion entre PDE4 y los subtipos de receptores b
adrenérgicos.

111.5.2. HEPATOCITOS.

Estudios en hepatocitos han demostrado la presencia de adrenoreceptores a y b. En
cultivos primarios de hepatocitos de rata se ha examinado la influencia de estos receptores sobre
las respuestas producidas por el factor de crecimiento transformante a (TGF-a). Este factor

induce la sintesis de DNA y la proliferacion de los hepatocitos, sus efectos son potenciados por
agonistas especificos para los receptores a, y a, adrenérgicos mientras que la mitogenesis que
induce el TGF-a fue casi completamente inhibida por agonistas b, adrenérgicos. La accion de los
receptores a, probablemente se encuentra mediada por el sistema PLC/DAG/PKC y/o la
movilizacion de Ca* intracelular. Los efectos de los receptores a, son mediados por la reduccion

de AMPc. En contraste la modulacion inhibitoria producida por los receptores b, se encuentran
asociados al incremento de AMPc intracelular y el sistema de PKA sobre la via de MAPK, esto lo

podemos ver en la figura C (Kimuraet al 1999) la cual ha sido modificada por su servidora.

30



En un estudio de hepatectomia parcial sugieren que la proliferacién de los hepatocitos, en
parte, se encuentra determinada por el balance en las sefiales que provienen de p42 MAPK, p38
SAPK (proteina activada por estrés), p46/54 SAPK y PKA. Este balance procede del cambio en

las sefiales de catecolaminas de un receptor a, a b, adrenérgico. Después de la hepatectomia
parcial se presenta un decremento en la sefial a, adrenérgica reduciendo la activacion de p42
MAPK, p38 SAPK y p46/54SAPK, por el contrario se encuentra un incremento en la activacion
mediada por los receptores b, adrenérgicos de p38 SAPK y p46/54 SAPK (Spector etal. 1997).

agonistas b HGE agonistasai

exterior /l /i\

membrana @ b Q @)
- ! ~( Gs \’1
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Entre-cruzamiento
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Figura C.- Posible modelo de entrecruzamiento entre la via del receptor HGF/MAPK vy la via de los
receptores adrenérgicos a1 0 by.

Entre-cruzamiento

Proliferacién

El factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) estimula las MAPK en cultivos primarios
de hepatocitos de rata adulta. Kimura y sus colaboradores (2007) han encontrado que agonistas de

los a y b adrenoreceptores potencian la sintesis de DNA y la proliferacion en hepatocitos tratados

con HGF. Estudios en nuestro laboratorio han mostrado que la NE potencia el efecto del HGF
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que se observa en la activacion de las rutas de sefializacién que conducen a la reparacién hepatica,
como son STATS3, y Erk. (Licona-Retama et al. 2007). En la figura C, tomada del articulo de
Kimura et al. (2007) y modificada por su servidora, podemos ver el mecanismo que proponen. La
MAPK p42 es rapidamente estimulada por HGF, esta activacion se incrementa con el uso de
metaproterenol que es un agonista b, adrenérgico, aunque su uso solo no presenta efectos
significativos en la actividad de MAPK en los hepatocitos. El uso de analogos de AMPc también
presenta este comportamiento, lo cual indica que la via de sefializacion del receptor b, adrenérgico
entrecruza con la via de sefializacion del HGF potenciando el crecimiento hepatico. De manera
similar encontraron que el agonista a, adrenérgico fenilefrina potencia la activacion de la MAPK
por HGF mediante la via de la proteina cinasa C PKC). De cualquier forma los papeles de
segundos mensajeros como IP, y DAG en el control de la sintesis de DNA y proliferacién de los

hepatocitos permanecen desconocidos.

a-AR
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Figura D.- Esquema de la via de sefializacion de proliferacion celular y oscilacion de calcio o cambios en el
contenido de calcio citosélico inducidos por la activacion del receptor adrenérgicoas.
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La proliferacion de los hepatocitos estimulada por el receptor a adrenérgico parece actuar,
al menos en parte, mediante la proteina de activacion transglutaminasa tisular (tTG) como lo
podemos observar en la figura D (Wu et al. 2000) modificada por su servidora. Esta proteina
adem@s de su actividad de entrecruzamiento de proteinas de matriz extracelular mediante uniones
g-glutamil-lisina, también puede funcionar como proteina G con actividad de GTPasa

representada como Ga,. En este papel se encuentra asociada a la subunidad B de 50 kDa, de la

cual se disocia al ser estimulado el receptor a5 adrenérgico y activa la PLC, que a su vez produce
DAG e IP, y estos mensajeros median la activacion de PKC y la elevacion de Ca®* intracelular,
mientras que los eventos subsecuentes incluyen la activacion del ciclo celular y la proliferacion. Es
probable que diferentes isoformas de PLC activen distintas vias de sefializacion llevando a

diferentes consecuencias funcionales para la célula (Wuet al. 2000).
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Figura E.- Diferentes mecanismos de extrusion de Mg2+ en células hepéticas activados por la estimulacion
de receptores adrenérgicos a1y b.
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Otro modelo de respuesta a NE en hepatocitos ha sido propuesto por Fagan y
colaboradores (2001), en donde relacionan la extrusion de magnesio con la respuesta al
neurotransmisor como lo vemos en la figura E. En el caso del receptor a,, este activa a la PLC
que a su vez genera DAG e IP,. EI DAG activa a la PKC, mientras que el IP, interactia con su
receptor en el reticulo endoplasmico donde provoca la liberacién de Ca?*, que a su vez incrementa
la cantidad libre en citosol y estos cambios resultan en la extrusion de Mg de los hepatocitos
mediante la activacién de vias dependientes e independientes de Na*. También presentan otro
mecanismo mediado por los receptores b adrenérgicos, en donde el incremento de AMPc en el
citosol activa la extrusion de Mg®*. Las posibles reservas de donde puede estarse movilizando el
Mg”* después de la estimulacion a, o b adrenérgica son la mitocondria, el reticulo endoplasmico y

los complejos citosolicos de ATP-Mg™.

111.5.3. CELULAS DE LA EPIDERMIS.

Los queratinocitos humanos son las células que se encargan de formar la epidermis y
expresan solo los receptores b, adrenérgicos, al igual que los fibroblastos dermales y los
melanocitos (Pullar et al. 2006). Se han descrito muchas vias de sefializacién independientes de
AMPCc para estos receptores en diversos tipos celulares y también sucede en los queratinocitos. La
sefializacién representada en la figura F, modificada por su servidora, es Unica para queratinocitos,
en otros tipos celulares la activacion con agonistas del receptor resulta en diferentes cascadas de

sefializacién (Sivamani etal. 2007).

En estas células la activacion del receptor adrenérgico b, da como resultado el decremento
en la actividad de ERK, lo cual no se encuentra mediado por la via de AMPc sino por su
desfosforilacion, que es realizada a través de la activacion de la fosfatasa de serina/treonina
(PP2A) por el receptor. Esto se encuentra en contradiccion con la tipica fosforilacion de ERK y
su activacion, resultado de la activacion del receptor en otros tipos celulares. La activacion clasica
mediante la via de AMPc que también se ha descrito en los queratinocitos. La via independiente
de AMPc media el decremento en la migracion de estas células resultado de la desfosforilacién de
ERK (Sivamani et al. 2007).
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En los queratinocitos la activacion del receptor b, adrenérgico disminuye la migracion y la
fosforilacion de manera independiente de AMPc y de forma dependiente de PP2A disminuyendo
la re-epitelializacion de las heridas, pero mediante la via dependiente de AMPc se regula la
galvanotaxia de estas células, que al ser estimulada se pierde toda direccionalidad celular ante un

campo eléctrico (Pullar et al. 2005).

El antagonismo de los receptores adrenérgicos promueve la re-epitelializacion de las
heridas al bloquear la respuesta en la epidermis, incrementando la habilidad de los queratinocitos
de sanar la herida, incrementando la proporcion de migracion celular, el incremento en la
fosforilacion de ERK, incrementando la migracion direccional mediada por el campo eléctrico,
preservando una arquitectura pro-migratoria, manteniendo proporciones normales de

proliferacion y finalmente acelerando la re-epitelializacion de la herida (Pullar et al. 2006).

Agonistas de NE
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Reparacion de
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Figura F.- Vias de sefializacion del adrenoreceptor b, en queratinocitos.
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Estudios realizados en queratinocitos y melanocitos han encontrado que las sefiales del
receptor b, adrenérgico incrementan AMPc como segundo mensajero que a su vez lleva a la
activacion de la PKC y este incrementa la concentracion de calcio intracelular. Se ha encontrado
que después de exponer a los melanocitos a NE expresan receptores a; adrenérgicos indicando
actividad transcripcional inducida por este neurotransmisor, activando la via de sefializacion que
inicia con IP,/DAG/PKC vy lleva al incremento en la cantidad de dendritas y biosintesis de
melanina. En los melanocitos la via activada por el receptor b, adrenérgico incrementa los niveles
de AMPc/PI3K y respuestas de Rho-Rac que alteran la organizacion de actina, asi como la
densidad del receptor junto con un incremento en la melanogénesis. Por lo tanto, las
catecolaminas mediante su receptor a, o b, adrenérgico pueden influenciar los procesos de
pigmentacion. Las vias activadas por los receptores adrenérgicos, al igual que las vias de
receptores muscarinicos, parecen interactuar en los queratinocitos y melanocitos para equilibrar
las sefiales estimulatorias e inhibitorias que regulan las funciones vitales de las células como lo
observamos en la figura G (Grando et al. 2006)
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Figura G.-Entrecruzamiento entre vias de sefializacion adrenérgicas y colinérgicas mediado por el efecto
inhibitorio o estimulatorio de segundos mensajeros comunes.
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La activacion del receptor b adrenérgico en distintos tipos celulares puede dar una
respuesta muy diferente, por ello Pullar y colaboradores (2006) la estudiaron en los fibroblastos
dermales encontrando en este caso que la respuesta fue pro-motogénica y pro-mitogénica. Esta
respuesta resulta opuesta comparando los fibroblastos dermales con los queratinocitos. El
receptor b adrenérgico incrementa la proliferacién de los fibroblastos dermales y disminuye la
contraccion de los geles de coldgena mediante la via de sefializacion AMPc/PKA, también
interviene en la migracion de manera dependiente de Src y el subsecuente incremento de ERK
mediante la transactivacion del receptor a EGF. Por lo tanto, como podemos observar en la figura
H modificada por su servidora, las divergentes vias de sefializacion que controlan la respuesta
celular a los receptores b adrenérgicos en fibroblastos dermales son la via dependiente de PKA
que controla la proliferacion, habilidad contractil y conformacion del citoesqueleto, mientras que
la via dependiente de Src regula la migracion.

La activacion del receptor en los queratinocitos resulta perjudicial para la re-
epitelializacion, y en los fibroblastos dermales puede contribuir con el retraso de la reparacion de
la herida, esto al trasladar la disminucion en la contraccion del gel a la contraccion in vivo en
donde no generaria la fuerza mecénica para iniciar la contraccion y con ello la disminucion del
tamafio de la herida. El incremento en la proporcion de fibroblastos debido a su migracion y
proliferacion puede resultar en la acumulacion anormal de grandes cantidades de fibroblastos

llevando a una fibrosis y cicatrizacion indeseada (Pullar and Isseroff 2006).
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Figura H.-Representacion simplificada de los divergentes mecanismos de sefializacion activados por el
adrenoreceptor by en fibroblastos dermales.

111.5.4. FIBROBLASTOS.

Los fibroblastos, como células del tejido conectivo, son capaces de transformarse en otros
tipos celulares como células de musculo liso. Se ha reportado que los fibroblastos de rata expresan
los tres subtipos de receptores a, adrenérgicos y su activacion con NE estimula la migracion y
sintesis de proteinas, pero no la sintesis de DNA. Al estimular los receptores a,, en células rat-1
se promueve el arresto del ciclo celular, sin causar apoptosis, incrementandose los niveles de
inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas (Cdk) y promotores de hipertrofia y diferenciacion,
presentandose un fenotipo con caracteristicas de células de musculo liso por vias de sefializacion
independientes de AMPc o EGF. Esto lleva a concluir que el arresto en el ciclo celular y la
diferenciacion son procesos cercanamente coordinados pero temporalmente separables (Saeed et
al. 2004).

El receptor a, adrenérgico contribuye a la contraccién del musculo liso vascular. En las

células de musculo liso de aorta de rata genera crecimiento hipertrofico al activar las MAPK 'y
promover la actividad de ERK y JNK (Piascik et al. 2001).
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Con todos los modelos anteriores podemos darnos cuenta de que la respuesta a NE es
muy variada dependiendo del tipo celular, y que definir el tipo de receptor que se expresa en las
células nos ayuda mucho para poder comprender lo que estd sucediendo en ellas e iniciar el
proceso de estudio de la respuesta. Se ha estudiado poco el papel que juegan los
neurotransmisores de origen simpatico en las HSC, por lo que los resultados del presente

proyecto contribuiran a sentar las bases para una mejor comprension del proceso.

IV.JUSTIFICACION

Recientemente se ha considerado que los neurotransmisores, como la NE, se encuentran
involucrados en los procesos de dafio y regeneracion del higado, asi como de otros tejidos y
drganos, y no solo juegan el papel de simple sefializacion del sistema nervioso para obtener una
respuesta especifica.

En el caso de la regeneracion en diferentes tipos celulares se ha encontrado que
dependiendo del tipo de receptor que esta involucrado podemos tener una respuesta que potencie
0 que disminuya la duplicacion celular o la capacidad de migracion, por esto es muy importante
caracterizar si las HSC de rata son capaces de responder a este neurotransmisor y que tipo de
receptor se encuentra involucrado en este proceso.

Por otro lado algunos reportes indican el incremento de NE en pacientes cirréticos y
como la cirrosis hepatica ocupa el 4° lugar como causa general de muerte a nivel nacional resulta

importante estudiar si las HSC, principales productoras de MEC, serian capaces de responder ante
este estimulo.

Se tiene evidencia de que algunos neurotransmisores, como la NE podrian estar
modulando la respuesta de las HSC ante una agresion. Se ha reportado en fibrosis cardiaca que la

NE potencia el efecto producido por el TGF-b, citocina pro-fibrogénica, incrementando el
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desarrollo de la fibrosis. Dado que las HSC juegan un papel relevante en el desarrollo de la
fibrosis durante el dafio hepatico resulta esencial el estudiar si la presencia de NE puede afectar la
respuesta de estas células ante la agresion, para ello es necesario saber si las HSC de rata tienen los

receptores que les permitan responder a la NE.

V. OBJETIVOS

V.1. Objetivo general.

Determinar si las células estelares hepaticas de rata son capaces de incrementar los

niveles de segundos mensajeros en respuesta al estimulo de la norepinefrina.

V.2.0bjetivos particulares.

o Determinar el tipo de receptor presente a,, a, 0 B adrenérgico, en el cultivo

primario de HSC de rata y en la linea celular CFSC2G.

0 Determinar el segundo mensajero que participa en la ruta de transduccién
de sefiales activada por el neurotransmisor en el cultivo primario de HSC de rata y en
la linea celular CFSC2G.

o Determinar si existen diferencias entre los resultados encontrados en las
células de la linea CFSC2G vy el cultivo primario de HSC de rata.
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VI.HIPOTESIS

» Las Células Estelares Hepaticas de rata presentan al menos un tipo de receptor a
norepinefrina el cual es capaz de incrementar la concentracion de algun segundo mensajero

como respuesta a su estimulacién con el neurotransmisor.

VIl. MATERIALES Y METODOS

VIIL.L MODELDO.

Se utilizaron HSC de cultivo primario obtenidas de rata macho Wistar de mas de 500 g y
HSC de la linea CFSC2G obtenidas a partir de higado cirrético de rata que fueron donadas por el
Dr. Marcos Rojkind de la George Washington University, Washington, DC, USA..

VII.2. AISLAMIENTO CELULAR

Las HSC se aislaron de acuerdo al método de Apte et al, (1998) modificado por la Dra.
Marina Macias Brevemente, las ratas fueron anestesiadas con cloroformo y colocadas en una
charola para la diseccion. Se limpid con alcohol etilico al 70% el area abdominal, se retir6 la piel,
luego el tejido muscular y se movieron los intestinos dejando la cavidad abdominal libre y la vena
porta visible. Se realizé una incision en la vena y se introdujo la canula. Se permitio el libre flujo
de la solucidn salina (GBSS) sin Ca**. Se sacrifico la rata y se retiré el higado colocandolo en el

sistema de perfusion.
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Después de lavar bien el higado con el GBSS sin Ca** se perfundio con 25 ml de GBSS
con Ca**. Se realizaron las digestiones enzimaticas primero con pronasa 0.7% por 10 min, se lavd
con 30 ml de GBSS con Ca®™, se continu6 con colagenasa IV 0.0175% por 15 min.
Posteriormente se colocd en una caja de petri con 10 ml de DNAsa 20 pg/ml y se cort6
finamente. Se incubo con agitacion a 37°C, 190 rpm, durante 15 min.

Luego se paso la solucion a tubos falcon de 50 ml y se procedid a las centrifugaciones.
Primero se centrifugd a 82 x g, a 10°C por 1 min, se recuperod el sobrenadante y se repitio la
centrifugacion. Todos los sobrenadantes se centrifugaron a 1041 x g a 10°C por 10 min. Se
recuperd la capa superficial més clara después de desechar casi todo el sobrenadante. Se
homogenizaron las células obtenidas y se colocaron sobre la solucion de Nycodenz, llevandose a
centrifugar a 48000 x g, 22°C por 45 min. Las HSC se recolectaron de la interfase y se
resuspendieron con 20 ml de bufer de fosfatos salinos (PBS), se centrifugaron a 1041 x g, a 10°C
por 7 min. El botdn celular se resuspendié en PBS y se volvié a centrifugar a 426 x g a 10°C
durante 7 min.

Finalmente el boton celular se resuspendié en medio DMEM suplementado con Suero
Fetal Bovino 10%, penicilina-estreptomicina 1%, Amphotericina B 0.1% y Sulfatrim 0.01% y se
colocaron en cajas de Petri estéril a una concentracion de 3.5 x 10° células por caja de 10 cm. El

medio se cambio al dia siguiente.

VII.3. CULTIVO CELULAR.

Las células de cultivo primario se sembraron en cajas de Petri de cultivo estériles en el
medio DMEM utilizado en el aislamiento celular. EI medio de cultivo se cambid durante la
primera semana todos los dias y en la segunda cada dos dias. Las células no se resembraron, recién

aisladas se colocaron directamente en las cajas en que permanecieron hasta su uso.

Las células de la linea CFSC2G se mantuvieron con medio MEM suplementado con suero
de ternera 8%, antibiotico-antimicético 1%, aminoacidos no esenciales 1% y glutamina 1%

cambiandoselo cada tercer dia y resembrandolas cada vez que llegaron a confluencia.
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Los cultivos se mantuvieron en una incubadora con una atmésfera de 5% CO, y 90% de
humedad con una temperatura de 37° C. Las células de cultivo primario se emplearon entre los

dias 7 y 14 de cultivo ya que en este tiempo presentan marcadores de HSC activadas.

VIIL.4. DISENO EXPERIMENTAL.

Para los experimentos de calcio intracelular las HSC fueron tratadas con el indicador
fluorescente para poder observar el Ca*, y se ley6 en un espectrofluorémetro adicionandole los
diversos estimulos: NE 10uM, bradicidina 1uM, fentolamina 10uM, éacido lisofosfatidico (LPA)
1uM, vasopresina 1uM, propranolol 1uM, prazosina 1M, endotelina 1uM triton 10% y EGTA
0.5M.

En la medicion de AMPc se realiz una curva de tiempo con forskolina 1uM a los 1, 2, 5,
10 min para obtener el punto con la mayor respuesta, después se realizd una prueba con NE
10pM a los 5 min y con pretratamiento por 1 min con propranolol 10uM. Finalmente se utilizo
isoproterenol 10uM por 5 min debido a las complicaciones para obtener un mayor nimero de

células estelares de cultivo primario.

VILS. MEDICION DE CALCIO INTRACELULAR.

Esta prueba nos permite observar la respuesta a NE midiendo la movilizacion del calcio
intracelular, ya que los receptores adrenérgicos se encuentran acoplados a proteinas G y movilizan

el calcio.

Se permitio que las células llegaran a 98% de confluencia, entonces se lavaron con PBS'y
se mantuvieron en medio sin suero por 24 h. Después se volvieron a lavar para incubar por 1 h a
37°C con 4 ml de solucion KHB (D-Dextrosa 10mM, Hepes 20 mM, BSA 0.05%, NaCl 120mM,
KH,PO, 10.55%, MgSO, 19.1%, KCI 4.75mM, pH 7.4) + 266 ul/100 ml CaCl, (7.85 %) + 40 mg
acido pluronico + 4 pl Fura-2AM (5 uM). Se realizaron 3 lavados con PBS y se trataron con 1 ml
de tripsina para despegarlas por no méas de 4 min. Se recuperaron las células en 10 ml de KHB y
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se homogenizaron en tubos falcon de 15 ml. Se centrifugaron por 5 min a 1200 x g, se deseché el
sobrenadante y se resuspendié el paquete celular en la misma solucion, repitiendo este proceso 2
veces mas. Al final se agregd un volumen de 6 ml.

Para realizar la medicion se introdujo en el espectrofluorometro (Aminco-Bowman, serie
2) una celda de 2.5 ml de plastico con magneto con 2 ml de células, se inicio la lectura del trazo
con una | de excitacion de 340 y una | de emisién a 510, se adicionaron las hormonas descritas
en el disefio experimental, se agregaron 60 pl de Triton 100-X al 10% para medir la fluorescencia
maxima Yy finalmente se adicionaron 40 pl de EGTA 0.5M para medir la fluorescencia minima.

Las concentraciones de Ca?' intracelular fueron calculadas usando el software de Aminco-
Bowman.

VII1.6. DETERMINACION DE SEGUNDOS MENSAJEROS: AMPc.

Los receptores adrenérgicos se encuentran acoplados a proteinas G y los del tipo b activan
el AMPc. La PKA es una proteina que se pega al AMPc, en los términos de este ensayo hay “dos
tipos” de AMPc, “el frio” (la muestra) y el tritiado [*H]. Este ensayo es de competencia, ya que se
unira a la PKA el AMPc que se encuentre en mayor concentracion, por lo que habra mayor

cantidad de AMPc frio y por otro lado una menor del PH] y viceversa. El proceso consta de dos
fases.

En la primera las placas de 6 pozos s lavaron 2 veces con PBS. Se dejaron en 0.5 ml de
solucién amortiguadora KHB-Glu. Se incubaron en agitacién el tiempo del estimulo. A las cajas
en agitacion suave se les fue agregando: 10 pl de Mix (3-isobutil-1-metil-xantina) 1x10% M, y se
dejo unos 5 seg, luego 10 pl de rormona estimulo como se indican en el disefio experimental
durante 5 min El estimulo termind al agregar a cada pozo 50 ul HCI 2N. Inmediatamente las
placas se pasaron al agua en ebullicion durante 2 min. Se enfriaron en hielo. Se agregdé 15 pl de
NaH,PO, 1 M pH 6 a cada pozo. Después se neutralizaron con 50 pl de NaOH 2 M Se



levantaron con gendarme y se homogenizaron con micropipeta para recuperar en tubos
eppendorf. Se centrifugd 10 min a 1200 x g. En este paso se pudieron dejar a -20°C.

En la segunda parte se preparé una curva patron con AMPc frio para poder calcular la
cantidad de AMPc presente en las muestras y se realizd la reaccion de PKA. En cada tubo
eppendorf marcado como: curva (del 0 = 5 por triplicado) o muestra (triplicado), se pusieron: 30
ul de NaH,PO, 500 mM a pH 6 40ul de muestra o curva patrén, 10 ul de AMPc [H] (20
Ci/mmol), 10 ul de PKA 'y se agitaron en Vortex e incubaron en bafio de hielo por 60 min. Se
agregaron, pasados los 60 min, 0.5 ml de carbdn activado a cada tubo. Se centrifugaron por 13
min a 1200 x g. Se recuperaron 450 pl del sobrenadante en viales. Se les agreg6 2 ml de liquido de
centelleo (TRITOSOL) Yy se determinaron por 1 min en el contador de centelleo.

VIILT. ANALISIS ESTADISTICO.

Se empled la prueba de analisis de varianza (ANOVA) utilizando el programa NPSS 11.0.
Se consider6 para tener un nivel de significancia una p< 0.05. Esta prueba permite comparar el
lote control contra los demé&s tratamientos, y, a su vez, los lotes experimentales entre ellos.
Seguido de este analisis se realizd una prueba no paramétrica de Z para comparaciones multiples
de Kruskal Wallis con una probabilidad £ 0.05 (Daniel, 2002).
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VIIl. RESULTADOS

VIl  CULTIVO PRIMARIO DE HSC DE RATA.

Se realizo la obtencion de células estelares hepaticas de higado de rata.

En la figura 1 se presentan las imagenes de las celulas a los 0, 1, 7 y 14 dias de cultivo y
con aumentos de 10X, 20Xy 32X.

Podemos observar que las células recién aisladas y en el primer dia de cultivo presentan
gotas lipidicas grandes, cuyo contenido principal es palmitato de retinil, que ocupan la mayor parte
del volumen celular. Conforme pasan los dias van perdiendo estas vesiculas. En el dia 7, cuando
ya presenta el fenotipo de HSC activadas, se observan prolongaciones citoplasmaticas que les
permiten estar en contacto unas con otras y ya no es posible observar las gotas lipidicas.
Finalmente al alcanzar la confluencia el dia 14, las células ocupan todo el espacio superficial de la
caja de petri, por lo que estdn estrechamente en contacto y resulta dificil diferenciar donde
termina una y comienza la otra célula, ya han perdido completamente las gotas lipidicas y se ven

bastante expandidas.

Estos cambios perceptibles microscopicamente concuerdan con la activacion reportada en
el cultivo primario por diversos autores (Greenwel et al. 1991; Apte et al. 1998; Gressner 1998;
Friedman 1999; Cassiman and Roskams 2002; Safadi and Friedman 2002; Friedman 2004;
Herndndez 2004; Ramadori and Saile 2004; Senoo 2004). Las células mostraron
microscopicamente un fenotipo fibroblastoide lo cual comprueba que se encuentran ya en un
estado activado Ademas, en el laboratorio de la Dra. Marina Macias se han realizado pruebas para
confirmar la activacion de las células a los 7 y 14 dias de cultivo.
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Figura 1.- Fotos de las células estelares hepéticas en cultivo primario recién aisladas a), b) y ¢) que presentan
grandes concentraciones de gotas lipidicas por lo que son altamente refringentes, el primer dia d), e) y f) en donde ya
se han pegado a la caja y alin conservan las gotas que se observan claramente en todo su citoplasma, a los 7 dias g), h)
e i) que ya presentan muchas prolongaciones que les permiten estar en contacto entre las células y ya han perdido las
gotas, y a confluencia el dia 14 j), k) y 1) donde se han expandido y ya no es posible distinguir claramente los bordes

de las células pues se encuentran pegadas unas a otras y no presentan gotas lipidicas.




VIIL.2.  MEDICION DE CALCIO INTRACELULAR.

Se realizd la medicion de calcio intracelular utilizando las células de la linea CFSC2G y
células estelares de cultivo primario, para observar si las células eran capaces de dar una respuesta
inducida por la NE.

VIIIL2.1. CELULAS DE LA LINEA CFSC2G.

Las células de la linea CFSC2G cargaron el indicador fluorescente Fura 2AM, lo que se
observa en la gréfica 1 (A), donde al utilizar tritdn se obtiene una alta concentracion de calcio, y
con el uso de EGTA se abate. Y en la gréfica 1 (B) podemos ver la ampliacion de la misma
gréfica, donde se presenta el pico que se obtiene al estimular con NE 10 uM que es el menor a
comparacion de los diferentes estimulos probados y requiere un corto periodo de tiempo para
presentarse este pico. Con bradicidina se obtiene la mayor respuesta de las células, por lo que se
decidié utilizar como control positivo, mientras que presentan una baja respuesta a otros
estimulos como LPA y vasopresina.

Para observar si el pico que se presentd al realizar las mediciones de la concentracion de
Ca”™ intracelular en las células estelares debido a NE era mediado por los receptores a
adrenérgicos se utilizo el antagonista fentolamina. En la grafica 2 se puede ver que se sigue
manteniendo el pico después del pretratamiento con el antagonista a una concentracion 10 uM, por

lo que se descarta que pueda ser mediado por este receptor, ademas en la gréafica 3 podemos
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observar que al utilizar el antagonistab adrenergico propranolol, antes de dar el estimulo con NE,

se inhibe el pico. Esto resulta muy importante ya que concuerda con los antecedentes presentados
en la introduccion, que nos expresan que los receptores a adrenérgicos son los que estimulan la
movilizacion de Ca®* intracelular, mientras que los receptores b adrenérgicos no presentan esta

respuesta o lo hacen de manera minima.
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Gréfica 1. Movilizacion de calcio intracelular en células estelares CFSC2G estimuladas con diferentes
agentes. La grafica B es un aumento de la otra. Las flechas indican el momento en que se adiciond el estimulo. Esta es
una grafica representativa de 5 experimentos. Podemos observar que el indicador fluorescente ha penetrado en las
células ya que con tritobn 10% obtenemos un valor elevado y con EGTA 0.5M se abate totalmente, y que la
membrana celular no se encuentra muy maltratada por el procedimiento ya que es capaz de responder a diversos
estimulos.
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Gréfica 2. Movilizacion de Ca?+ en las células estelares CFSC2G estimuladas con Fentolamina 10 uM, NE
10 uM, LPA 10 uM y bradicidina 10 pM. La gréafica es representativa de 5 diferentes experimentos. Se preincub6 por
60 segundos con fentolamina que es un antagonista a adrenérgico y luego se procedi6é a dar el estimulo con NE
observando su pico a los pocos segundos. El estimulo al que mejor responden las células es Bradicidina.
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Gréfica 3. Movilizacion de CaZ* en las células estelares CFSC2G estimuladas con propranolol 1 uM, NE 10
UM y Bradicidina 1 pM. Esta gréfica es representativa de 5 diferentes experimentos. El pico que se presenta después
de la estimulacién con NE es abatido con la preincubacion por 60 seg de propranolol. Las células siguen estando en
buenas condiciones ya que son capaces de responder a bradicidina.

En todos los experimentos se obtuvieron resultados similares, en la gréafica 4 se muestra
que la respuesta de las células CFSC2G a NE no es estadisticamente significativa. Las células son
capaces de responder a bradicidina, (que se utilizd6 como control positivo) de manera
estadisticamente significativa. Ademas, el pretratamiento con fentolamina no logra inhibir ese pico
que se presenta después de la estimulacion con NE, mientras que la preincubacion con
propranolol si lo evita.

Podemos considerar que la respuesta a NE no es mediada por los receptores a
adrenérgicos dado que no se presenta una elevacion en la concentracion de Ca** intracelular. Por
otro lado, la respuesta a NE mediante los receptores b adrenérgicos de manera candnica

concuerda con una baja o nula respuesta de calcio ya que estos receptores lo estimulan
pobremente y presentan otros mediadores como segundos mensajeros, por lo que comenzamos a

pensar que estos son los que se estan presentando en los modelos presentados en esta tesis.
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Gréfica 4. Movilizacion de Ca2+ en las células estelares CFSC2G estimuladas con NE 10 pM, fentolamina 10
UM + NE 10 pM, propranolol 1 uM + NE 10 uM y Bradicidina 1 uM. Las células fueron estimuladas con los
diversos agentes y pretratadas por unos 60 seg con fentolamina y propranolol antes de dar el estimulo con NE. Existe
una tendencia a mantener el pico que se presenta después del tratamiento con NE con el pretratamiento con
fentolamina y a disminuirlo con la preincubacion con propranolol. Cada valor representa la media + D.E. de 5

experimentos independientes. * Diferencia significativa con respecto al basal (p<0.05).
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VIIL.2.2. CELULAS DE CULTIVO PRIMARIO.

Las células estelares obtenidas de cultivo primario no cargaron el indicador fluorescente de
la forma original, por lo que se tuvo que utilizar el &cido plurdnico para permitir que el indicador
penetrara en las células. Esto se observa en la grafica 5, donde al utilizar tritdn se obtiene una alta
concentracién de calcio, y con el uso de EGTA ésta se abate.
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Gréfica 5. Carga de fura-2AM en células de cultivo primario con ayuda de acido plurénico. Esta es una
gréfica representativa de 5 experimentos. Podemos observar que al utilizar en la incubacion inicial el indicador
fluorescente fura 2AM con 40 mg de &cido plurdnico se logro la penetracion del indicador en las células ya que con
tritén 10% obtenemos un valor elevado y con EGTA 0.5M se abate totalmente.
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En todos los casos el pico que se presenta después de la estimulacion con NE en las
células de cultivo primario es menor que a los otros estimulos utilizados, como podemos verlo en
la gréfica 6. Las células respondieron mejor a endotelina, bradicidina y éacido lisofosfatidico.
Después del uso de propranolol se bloquea completamente ese pico.

Los resultados fueron similares en todos los experimentos, en la gréfica 7 se muestra que
la respuesta de las células de cultivo primario a NE no es estadisticamente significativa. Las células
son capaces de responder a bradicidina de manera estadisticamente significativa. El
pretratamiento con propranolol por unos 60 seg inhibe el pico que se presenta después del
tratamiento con NE. Dado que no se presenta una movilizacion de calcio intracelular

estadisticamente significativa consideramos que la respuesta a NE no es mediada por los

receptores a adrenérgicos, ya que estos de manera @ndnica activan la movilizacion de Ca*
intracelular.

Gréfica 6. Movilizacion de calcio en células de cultivo primario estimuladas con NE 0.1 M, LPA 1 pM,
Bradicidina 1 pM y propranolol 10 uM + NE 1 M. Las flechas indican el momento en que se adiciond el estimulo.
Esta es una grafica representativa de 3 experimentos diferentes. El pico que se presenta después del estimulo con NE
fue el menor. Se preincubd por 60 segundos con propranolol que es un antagonista b adrenérgico y luego se procedi6é
a dar el estimulo con NE observando que no se presentd ese pico.
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Gréfica 7. Movilizacion de Ca2+ en las células estelares de cultivo primario de rata estimuladas con NE 10
UM, Bradicidina 1 pM y propranolol 10 uM 60 seg + NE 10 puM. Cada valor representa la media + D.E. de 3
experimentos independientes. * Diferencia significativa con respecto al basal (p<0.05).

Finalmente, en la grafica 8 nos damos cuenta de que no se puede utilizar la prazosina en
esta técnica, ya que autofluorese afectando la lectura de la concentracion de la concentracion de
Ca?* intracelular.

Gréfica 8. Movilizacion de calcio en células de cultivo primario estimuladas con NE 1 M, endotelina 1 pM,

prazosina 1 UM, propranolol 0.1 M y LPA 1 uM. Este experimento se realizé una sola vez, debido a que la prazosina
autofluorese y no es posible tener una lectura adecuada de la respuesta.
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VIIL.3. DETERMINACION DE AMPc.

Con la finalidad de conocer si el segundo mensajero del receptor b-adrenérgico en
nuestros modelos es AMPc se decidié determinarlo utilizando las células de la linea CFSC2G y

células de cultivo primario.

VIIIL.3.1. CELULAS DE CULTIVO PRIMARIO.

Primero se hizo un curso temporal con forskolina 1 pM pues estimula directamente la
adenilil ciclasa y asi se pudo observar la respuesta maxima de las células. Encontrando que a los 5
min las células de cultivo primario presentan la mayor produccion de AMPc como se observa en

la gréfica 9. La forskolina se utilizd siempre como control positivo.
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Gréfica 9. Respuesta maxima de AMPc a forskolina. Las células fueron estimuladas por diferentes tiempos
con forskolina 1 uM para poder determinar en que tiempo la cantidad de AMPc producido era mayor. Este
experimento se realizé una sola vez.
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Dado que las células respondieron mejor al tratamiento con forskolina por 5 min se
decidié probar d estimulo de forskolina a los 10 min observando una respuesta similar en la

grafica 10, por lo que se decidi6 que el tiempo de 5 min era adecuado para realizar los
experimentos. Para comprobar que la respuesta al estimulo era mediada por los receptores b

adrenérgicos se puso propranolol y después de 1 min el estimulo de NE durante 5 min
obteniendo lainhibicidn de la respuesta.
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Gréfica 10. Produccion de AMPc en respuesta a NE, propranolol + NE y forskolina. La respuesta que se
presenta a NE 10 puM es inhibida con el pretratamiento de propranolol 10 pM por 1 min. La respuesta de AMPc a
forskolina 1 pM se mantiene en valores similares a los 5 a 10 min. El experimento fue realizado una sola vez.
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Debido a las complicaciones para obtener mayor namero de células estelares de cultivo
primario para poder seguir realizando las pruebas de manera similar a la presentada en la gréafica
10, se decidid utilizar al isoproterenol para poder observar la respuesta a los receptores b-
adrenérgicos, ya que es un agonista bastante estudiado. En la gréfica 11 observamos los resultados
obtenidos con las células estelares hepaticas de cultivo primario que responden muy bien a
isoproterenol, ya que alcanzan el pico maximo de estimulacioén que se obtiene con forskolina, por
lo que entre estos tratamientos no hay una diferencia estadisticamente significativa, pero ambos
con respecto al control si presentan diferencias significativas por lo que estan estimulando la
produccion de AMPc como segundo mensajero.
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Gréfica 11. Respuesta maxima de AMPc a forskolina e isoproterenol en las células de cultivo primario. Las
células fueron tratadas por 5 min con forskolina 1 UM o con isoproterenol 10 pM. Cada valor representa la media +
D.E. de 6 experimentos independientes. * Diferencia significativa con respecto al control (p<0.01).
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VIIL.3.2. CELULAS DE LA LINEA CFSC2G.

Para poder realizar posteriores comparaciones entre ambos modelos utilizamos las mismas

condiciones que determinamos para el cultivo primario, estas condiciones son:

El uso de isoproterenol para observar la respuesta de los receptores b-

adrenérgicos en lugar de la NE.
El tiempo de 5 min de duracion del estimulo.

En la gréafica 12 vemos los resultados obtenidos con la linea celulary podemos observar
que responden muy bien a isoproterenol, aunque en menor medida que la respuesta dada por el
cultivo primario, ya que no alcanzan los valores obtenidos con forskolina. Los tratamientos con
isoproterenol y con forskolina presentan diferencias estadisticamente significativas con respecto al
control y también entre ellos, por lo tanto ambos estimulan la produccion de AMPc aunque en

este caso no se logra el punto méaximo alcanzado con el control positivo.
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Gréfica 12. Respuesta maxima de AMPc a forskolina e isoproterenol en la linea celular CFSC2G. Las células
fueron tratadas por 5 min con forskolina 1 pM o con isoproterenol 10 uM. Cada valor representa la media + D.E. de
5 experimentos independientes. * Diferencia significativa con respecto al control, ** con respecto al control y a
isoproterenol (p<0.01).
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IX. DISCUSION

En el presente trabajo se encontrd que las células estelares de cultivo primario de rata y de
la linea celular CFSC2G son capaces de responder a NE mediante los receptores b adrenérgicos

utilizando como segundo mensajero al AMPc.

Existen trabajos que plantean la idea de que el SNS, sobre todo mediante la NE, puede
estar jugando un papel importante en la respuesta de las HSC ante un proceso de dafio y
regeneracion hepatica. Por ejemplo, al correlacionar el nimero de nervios colinérgicos y los
fibroblastos en el higado cirrético se ha sugerido que la actividad parasimpatica pudiera estar
promoviendo la sintesis de colagena y estar participando en el proceso de reparacion del higado
(Shimazu 1996).

Un grupo que ha realizado varios trabajos con respecto a esta hipotesis es el de Jude
Oben, quienes usando como modelo ratones deficientes en leptina y con niveles reducidos de NE
demostraron que al administrarles el neurotransmisor se incremento la fibrosis; llegaron a concluir
que la NE promueve la proliferacion celular y la expresién del gen de colagena en las HSC,
sugiriendo que la interrupcién de la sefial del SNS podria ser util en el control de la respuesta al
dafio hepéatico (Oben et al. 2003; Oben et al. 2003; Oben and Diehl 2004; Oben et al. 2004). Sin
embargo, a pesar de presentar respuestas muy interesantes en los diversos trabajos que han
realizado, no han demostrado que las HSC presenten los receptores para NE ni qué subtipo es el
que esta presente en ellas.

Los trabajos realizados por otros grupos como el de Dubuisson (2002), Cassiman (2001,
2002, 2002) y Sancho-Bru (2006) concuerdan con la idea de que al inhibir los neurotransmisores
del SNS, ya sea mediante la destruccidn de las fibras noradrenérgicas o con el uso de antagonistas,
se reduce el desarrollo de la fibrosis hepatica lo cual puede ser dado por la disminucion en la

proliferacion de las HSC o de la produccion de colagena de estas células activadas. Sin embargo

59



presentan controversias por el tipo de receptor que puede estar participando en este proceso,
parte de lo cual se puede deber a las diferencias en el modelo utilizado.

Dependiendo del subtipo de receptor con el cual interactia la NE, los segundos
mensajeros varian entre AMPc, IP;, DAG y la movilizacion de Ca®* (Lodish et al. 2000). Los
subtipos de receptores a, se vinculan con la activacion de los canales de Ca*", mientras que los
receptores a,, mejor conocidos como autorreceptores con la inhibicion de la actividad de la

adenilil ciclasa (Siegel 1999). Los receptores b adrenérgicos estimulan la sintesis de AMPc como
segundo mensajero, resultando en la activacion de PKA (Siegel 1999; Lodish et al. 2000). La
mayoria de los autores concuerdan en que el subtipo b, es el receptor adrenérgico que predomina
en el higado de diversas cepas de ratas (Cardani and Zavanella 2001). Sin embargo, no existen
estudios claros que permitan definir el subtipo de receptor adrenérgico presente en las HSC de
higado de rata, por ello resultan muy importantes los resultados presentados en este proyecto para

poder clarificar un poco mas este hecho.

En los resultados presentados en este trabajo, al no encontrar una respuesta
estadisticamente significativa de Ca** ante la estimulacion por NE en las HSC se descarto la idea
de que los receptores fueran del subtipo a, adrenérgicos, ya que este subtipo activa los canales de
este ion (Siegel 1999).

Partiendo de la idea de que los receptores b adrenérgicos utilizan como segundo
mensajero (pequefia molécula intracelular, producida por una estimulacion celular, capaz de
regular procesos celulares posteriores) al AMPc, el evaluar su activacion en los modelos
estudiados resultaba ser de suma importancia para comprobar que el subtipo de receptor presente
es el b adrenérgico y que si es capaz de transmitir su sefial para desencadenar una respuesta
celular. Nuestros resultados fueron los esperados, ya que tanto en la linea celular CFSC2G como
en el cultivo primario de HSC de rata encontramos incrementado este segundo mensajero
concordando con la literatura revisada (Siegel 1999; Lodish et al. 2000). Ademas, esto también
concuerda con los resultados que plantean Cardani y Zavanella (Cardani and Zavanella 2001)
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donde expresan que la mayoria de los autores aceptan que el subtipo b, es el receptor adrenérgico

que predomina en el higado de diversas cepas de ratas.

Sin embargo, existen datos controversiales con respecto a los resultados que se presentan
en este proyecto, los cuales discutiremos a continuacion.

vom Dahl y sus colaboradores (1999) realizaron algunos experimentos con HSC de rata y
midieron calcio intracelular por microscopia de fluorescencia invertida de una manera similar a la
técnica utilizada en la presente tesis, usando el indicador fluorescente Fura-2AM. Encontraron
que el Ca* intracelular se incrementaba al utilizar fenilefrina y con el uso de fentolamina esta

respuesta se abatia completamente por lo que ellos concluyen que la respuesta es mediada por

receptores a adrenérgicos.

Esto difiere de los presentes resultados, ya que los experimentos realizados muestran que
no hay respuesta a Ca®", por lo que en este caso la respuesta no es mediada por receptores a

adrenérgicos. Estas diferencias pueden deberse a varias razones en cuanto al modelo:

a) Ellos utilizan ratas Wistar macho con un peso entre 160-230 g, por lo que son jovenes,
mientras que en este trabajo las utilizamos con un peso mayor a 550 g y por lo tanto
mas viejas. Consideramos que el envejecimiento de las ratas podria ser un factor que
este afectando la capacidad de respuesta de las HSC. Esta idea también concuerda con
otro trabajo, en donde presentan que existe un incremento en la capacidad de respuesta
de los receptores b, adrenérgicos en ratas senescentes (24-25 meses) en comparacion

con ratas jovenes (4-7 meses) (Sanghani et al. 1994; Cardani and Zavanella 2001).

b) Utilizan las HSC entre 24 y 48 hrs después del aislamiento por lo que no estan
completamente activadas, ya que el proceso de activacion tarda y a partir de los 7 dias
es cuando se consideran totalmente activadas, y en la presente tesis las utilizamos entre
los 7'y 14 dias.
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c) En su técnica ellos no tienen que despegar las células, algo que en este trabajo si se
realizd y que puede estar afectando ligeramente la membrana. Aunque no lo
consideramos muy importante ya que las células si son capaces de responder bien a

otros factores utilizados como control como bradicidina o endotelina.

Dado que los trabajos anteriores presentan la presencia de los receptores a adrenérgicos
en las células estelares a las 24 y 48 hrs después del aislamiento, y en los resultados del presente
trabajo encontramos que al analizarlas a los 14 dias se presentan los receptores b adrenérgicos se
podria pensar que con la diferenciacion que sufren las HSC en cultivo se puede estar presentando
también un proceso de cambio en el tipo de receptores adrenérgicos que estan activados, es
posible que cuando las células son quiescentes tienen receptores a y cuando se encuentran
completamente activadas cambian a b. Esto se ha visto en otros modelos como el de hepatocitos,
en donde el balance en las sefiales que controlan la proliferacion de los hepatocitos después de la
hepatectomia parcial procede del cambio en las sefiales de catecolaminas de un receptor a, a b,
adrenérgico donde se presenta un decremento en la sefial a, adrenérgica y por el contrario se
encuentra un incremento en la activacion mediada por los receptores b, adrenérgicos (Spector et
al. 1997) regulando de esta forma la proliferacion de los hepatocitos. De manera similar podria
estar participando el receptorb adrenérgico mediante el incremento del AMPc en la regulacion de

la proliferacion de las HSC.

Ademas, existen trabajos realizados en fibrosis avanzada y en la cirrosis en donde se
sugiere que existe un cambio en las HSC ya que identifican tres tipos distintos de MF parecidos en
la subpoblacion del higado sugiriendo un estado transitorio (Cassiman et al. 2001; Cassiman et al.
2002; Cassiman and Roskams 2002). Esto puede estar correlacionado con el porqué de las
diferencias de los subtipos de receptores encontrados, ya que finalmente debemos considerar que
el modelo de activacion de las HSC en cultivo podria estar induciendo el cambio de expresion de

estos receptores en las células.
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Sancho-Bru y sus colaboradores (2006) trabajando con HSC humanas encontraron que la
NE estimulaba la liberacion de Ca* intracelular al observar que se superaba el valor basal en més
de un 50% y también advirtieron que la respuesta presentaba numerosos picos. Ellos
preincubaron con prazosina o propranolol y sélo el primer antagonista fue capaz de inhibir la
respuesta por lo que concluyen que esta es mediada por receptores a adrenérgicos, ademas
realizan RT-PCR encontrando el mensajero de los receptores a,,, a5 y b, adrenérgicos. Estos
resultados difieren con los del presente trabajo en cuanto a la medicion de Ca*" intracelular ya que
no se encontrd una respuesta mediada por receptores a adrenérgicos lo cual puede deberse a la

diferencia de especies (Humano vs. Rata).

Los resultados muestran que la respuesta de la linea fue menor que la del cultivo primario
en cuanto a la produccion de AMPc. Esto puede deberse a las diferencias entre ambos modelos,
ya que las células estelares de la linea fueron obtenidas de higados de ratas cirréticas mientras que

el cultivo primario es de animales sanos. De cualquier manera en ambos tipos celulares y con las

dos técnicas encontramos que la respuesta es mediada por receptores b adrenérgicos.

Al encontrar una activacion de AMPc en ambos tipos celulares, inducida por la
estimulacién de los receptores b adrenérgicos es posible especular sobre su participacion en la
activacion de la respuesta celular. Uho de los procesos en donde podria estarse presentando un
papel importante es en la proliferacion, como en los hepatocitos que ya se mencion6 con
anterioridad, en donde los niveles incrementados de AMPc llevan a la modulacion de la expresion

génica mediante los elementos respondedores a AMPc (CRE) (Della Fazia et al. 1997).

En este proceso de proliferacion existen datos muy interesantes que involucran al AMPc
en las HSC, en donde a diferencia de los hepatocitos y otros tipos celulares como los fibroblastos
dermales que en respuesta al estimulo de la NE mediante el receptor b adrenérgico llevan a la
proliferacion de las células, tienen la inhibicion de la proliferacion celular mediada por la elevacion
en los niveles de AMPc en las HSC activadas bajo el estimulo de endotelina-1 (Mallat et al. 1996) o
mediada por proteinas de unién a CRE (Houglum et al. 1997). Por ello resultaria importante el
poder definir el papel que esta jugando el incremento del AMPc en respuesta a NE en las HSC en
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cuanto a la proliferacion celular, deacuerdo a los trabajos realizados por Dubuisson (2002) y
Cassiman (2001, 2002, 2002) la propuesta seria la confirmacion de la inhibicion de la proliferacion
de las HSC, aunque actualmente existen trabajos contradictorios con respecto a este papel como
los de Oben (2003, 2004).

Existen datos que presentan un posible papel del AMPc como promotor de la relajacion
de las HSC, mientras que la contraccién de las HSC es estimulada por substancias vasoactivas
causantes del incremento en los niveles de Ca®* intracelular (Kawada et al. 1993), esto resulta muy
interesante en comparacion de los resultados encontrados en la presente tesis, ya que al estimular
con NE se presenta una activacion de AMPc, la cual podria estar participando en este papel
fisiologico de relajacion de las HSC. Esto podria ser similar al papel mencionado de la NE en los
fibroblastos dermales, en donde mediante la via de sefializacion AMPc/PKA el receptor b
adrenérgico disminuye la contraccion de los geles de colagena, controlando asi la actividad
contractil de estas células (Pullar and Isseroff 2006). Ademas existen investigaciones sobre la NE
en HSC humanas, en donde presentan que la NE induce la contraccion celular mediada por los
receptores a, adrenérgicos y la elevacion de la concentracion de Ca®* intracelular (Sancho-Bru et
al. 2006).

Sin embargo, resulta necesario comprobar la via de transduccién de sefiales y la respuesta
que tienen las HSC ante el estimulo con NE y la activacion de AMPc, ya que como hemos visto
en los diversos modelos celulares, depende mucho del tipo celular para presentar una respuesta
especifica y ademas se pueden estar presentando respuestas opuestas partiendo de vias similares.
Como sucede por ejemplo en la apoptosis en los miocitos cardiacos, mediada por la NE a través
de su receptor b-adrenérgico acoplado a proteinas G, las cuales estimulan la actividad de adenilil
ciclasa que nos lleva a la produccion de AMPc, seguido de la activacion de PKA (lwai-Kanai and
Hasegawa 2004), al contrario de su papel importante en la proliferacion durante el desarrollo
temprano postanal de los miocitos (Tseng et al. 2001). Este cambio en la forma de responder a
NE utilizando la misma via de sefializacién podria estarse presentando de manera similar en las
HSC dependiendo de su estado de diferenciacion como ya lo hemos mencionado.
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La migracion direccional es otro papel fisioldgico que podria estarse presentando en las
HSC después de la estimulacion con NE mediante los receptoresb adrenérgicos. Esto se ha visto
en los queratinocitos, encontrando que la galvanotaxia de ellos es dependiente del AMPc (Pullar
and Isseroff 2005). Este proceso resulta muy interesante teniendo en cuenta que las HSC
activadas tienen la capacidad de migrar hacia el sitio de dafio en el higado, por lo que la NE podria

estar involucrada en este proceso.

Ademas, las variaciones en la especificidad del tipo de respuesta que genera el AMPc en
las celulas estelares podrian estar siendo moduladas por el tipo de PDESs con que interactue el
subtipo de receptor b adrenérgico, como sucede con los miocitos (Conti and Beavo 2007; Richter
et al. 2008).

Finalmente, los resultados obtenidos muestran que las HSC de rata, activadas en cultivo

primario y las células de la linea CFSC2G presentan una respuesta a NE mediada por los

receptores b adrenérgicos y teniendo al AMPc como segundo mensajero.
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X. CONCLUSIONES

El subtipo de receptor adrenérgico que estd mediando la respuesta celular ante el estimulo
de la NE es de tipo b adrenérgico, ya que tanto en hs células estelares de linea CFSC2G y del
cultivo primario de rata se presenta el incremento en los niveles de AMPc que funciona como

segundo mensajero de los receptores b adrenérgicos.

Las células estelares hepaticas de la linea CFSC2G y de cultivo primario de rata presentan
una respuesta a NE que no es medida por el incremento en calcio intracelular de manera
estadisticamente significativa. Por lo tanto la respuesta que se puede presentar en estas células

estelares ante el estimulo de NE no es mediada por los receptoresa, adrenérgicos.

Ademas, dado que se encontraron niveles incrementados de AMPc ante la estimulacién
con NE en las HSC de la linea CFSC2G y en el cultivo primario de rata, se desecha la posibilidad
de que los receptores a , adrenérgicos pudieran estar participando, ya que estos receptores inhiben

la activacién de AMPc.
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