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RESUMEN

La amebiasis es la enfermedad infecciosa causada por el parasito protozoario
Entamoeba histolytica. Este parasito dafia principalmente el intestino grueso, sin
embargo, puede invadir 6rganos extraintestinales como el higado en donde se produce
el absceso hepatico amibiano (AHA), siendo éste, la manifestacion extraintestinal mas
comun de la amibiasis invasiva, su desarrollo conlleva a una extensa necrosis del 6rgano
acompafada por una respuesta inflamatoria exacerbada. Afortunadamente el manejo
adecuado de la infeccion mediante la administracion de tratamiento y la respuesta
oportuna del érgano ante el dafio da paso a la curacién de la lesion con una éptima
regeneracion sin dejar tejido de cicatrizacion lo que no ocurre en otros tipos de dafio

generados por agentes infecciosos, como las hepatitis virales.

La via de sefializacion Hedgehog (Hh) es un regulador critico de la reparacion de lesiones
y curacion de heridas en el humano. Especificamente, en el tejido hepatico, esta via de
sefalizacion se ha relacionado con la regeneracion post- hepatectomia parcial, fibrosis y
remodelacion vascular; asi como en la patogénesis de la cirrosis y el cancer hepatico.
Sin embargo, la participacion de esta via de sefializacion en el proceso de regeneracion
hepética, derivada del tratamiento ante la presencia de un agente infeccioso no ha sido

reportada.

Asi, en este proyecto se analiz6 esta via de sefalizacion durante el tratamiento
antiamibiano con el fin de conocer el papel que desempefia durante el proceso de

infeccion y su importancia en la recuperacion hepatica ad integrum.

Los resultados obtenidos a partir de la implementacién del modelo de AHA incluyen:
animales tratados con un inhibidor de la via de sefalizacion Hedgehog (ciclopamina) que
presentaron un incremento en el porcentaje de las lesiones obtenidas, disminucion en la
presencia de hepatocitos de neoformacién, una respuesta inflamatoria generalizada,
distribucion irregular de colageno tipo | acompafnada por la presencia de células de tipo
fibroblastico y una disminucion de células efectoras de dicha via, asi como una diferencia

en la expresion de proteinas constituyentes de la via de sefializacion.

Estos resultados constituyen la primera evidencia de asociacion de la activacion de la via
de sefalizacion Hedgehog con el proceso de regeneracion hepatica en la amibiasis

experimental.



ABSTRACT

Amebiasis is an infectious disease caused by the protozoan parasite Entamoeba
histolytica. This parasite mainly damages the large intestine; however, it can invade
extraintestinal organs such as the liver where the amebic liver abscess (AHA) occurs, this
being the most common extraintestinal manifestation of invasive amebiasis, its
development leads to extensive necrosis of the organ accompanied by an exacerbated
inflammatory response. Fortunately, the adequate management of the infection through
the administration of treatment and the timely response of the organ to the damage leads
to the healing of the lesion with optimal regeneration without leaving scar tissue, which
does not occur in other types of damage generated by infectious agents, such as viral

hepatitis.

The Hedgehog (Hh) signaling pathway is a critical regulator of injury repair and wound
healing in humans. Specifically, in liver tissue, this signaling pathway has been implicated
in post-partial hepatectomy regeneration, fibrosis, and vascular remodeling, as well as in
the pathogenesis of cirrhosis and liver cancer. However, the participation of this signaling
pathway in the process of hepatic regeneration, derived from treatment in the presence of

an infectious agent, has not been reported.

Thus, in this project we analyzed this signaling pathway during anti-amebic treatment to
know the role it plays during the infection process and its importance in ad integrum

hepatic recovery.

The results obtained from the implementation of the AHA model, included: animals
administered with an inhibitor of the mentioned pathway (cyclopamine) presented an
increase in the percentage of lesions obtained, a decrease in the presence of neoforming
hepatocytes, a generalized inflammatory response, irregular distribution of type | collagen
accompanied by the presence of fibroblast-like cells and a decrease of effector cells of
the pathway, as well as a difference in the expression of proteins constituting the signaling

pathway.

These results constitute the first evidence of association of the activation of the Hedgehog

signaling pathway with the process of liver regeneration in experimental amebiasis.



.- INTRODUCCION.

1.1 Amibiasis y epidemiologia.

La amibiasis es la infeccion del humano causada por Entamoeba histolytica. Aunque hay
una disminucién importante de casos nuevos, esta patologia representa un problema de
salud publica importante en areas comprometidas o de bajo desarrollo socioeconémico
12 Se presenta frecuentemente en regiones tropicales y subtropicales de América Central
y América del Sur, Africa y Asia, mientras que India, Brasil, Colombia y México
representan los paises mas afectados 34 En México con base en los datos
proporcionados por la Direccion General de Epidemiologia, en 2021, se registraron
113,195 casos nuevos de amibiasis intestinal y 468 casos de amibiasis hepatica. La
distribucién global de las diferentes formas clinicas ha sido bien descrita; en nuestro pais

prevalece la amibiasis intestinal, hepatica y pulmonar 2 (Figura 1).

@@ Amebiasis hepatica
@ Amebiasis hepatica y pulmonar
Amebiasis intestinal

@8 Amebiasis hepatica e intestinal

B8 Amebiasis intestinal y pulmonar
@ Amebiasis intestinal, hepatica y
@ Amebiasis pulmonar

Figura 1. Distribucion global de las formas clinicas de la amibiasis. En México prevalece la
amibiasis hepética, intestinal y pulmonar. Mientras que en paises como Pert y Mali prevalece

Unicamente la amibiasis hepatica. Figura tomada y traducida al espafiol de Nasrallah et al., 2022.
2



1.2 Ciclo de vida.

Los quistes infecciosos llegan al humano mediante la ingesta de agua o alimentos
contaminados con heces provenientes de personas infectadas °. Los quistes viajan por
el tubo digestivo en donde son sometidos a la accion de diversas enzimas intestinales,
acidos biliares y gastricos que favorecen el reblandecimiento de su pared 67,
posteriormente pasan al ileon terminal en donde se realiza el desenquistamiento y
produccion de los trofozoitos en donde se establecen sin dafiar la mucosa intestinal 7. En
algunos casos el trofozoito invade la mucosa intestinal produciendo colitis amebiana,
caracterizada por la aparicion de ulceras con restos de trofozoitos y bacterias en su
contenido 89, Esta infecciéon puede evolucionar y causar lesiones mas profundas que
involucran los vasos sanguineos, por lo que los trofozoitos presentes viajan a través de
la sangre logrando su diseminacion a érganos extraintestinales como cerebro, pulmén o
higado 10 (Figura 2). El higado es el 6érgano extraintestinal mas afectado por el parasito

en donde se produce el absceso hepatico amebiano (AHA) 1.



O

Figura 2. Ciclo biolégico de E. histolytica. El ciclo comienza mediante ingesta de alimentos o
agua contaminados con quistes provenientes de personas infectadas. En condiciones
desfavorables los trofozoitos se redondean y se revisten con una membrana gruesa lo que le
confiere resistencia al ser expulsado al medio externo. Conforme pasa el tiempo su ndcleo se
divide en dos y luego en cuatro y se recubre de una pared quistica de quitina resistente para
convertirse en un quiste maduro, estadio de resistencia e infeccion. Una vez en el intestino
eclosiona la forma invasiva del parasito, los cuales se dividen por fisién binaria.

|~



1.3 Patogenicidad.

La patogenicidad de este parasito ha sido descrita mediante analisis experimentales tanto
in vivo como in vitro, que aportan datos relevantes sobre moléculas involucradas en la
capacidad del parasito de invadir a los tejidos del huésped. Entre estas moléculas se
encuentran las adhesinas, proteasas y amebaporos que le confieren al trofozoito una
buena capacidad para invadir el epitelio, degradar la matriz extracelular y finalmente

penetrar la mucosa intestinal /%12,

Una vez invadida la mucosa, los trofozoitos logran destruir la capa de mucina que cubre
el epitelio intestinal mediante protedlisis, 1o que implica la interaccion o el contacto directo

del parasito con la célula blanco 3.

La colonizacion del intestino se lleva a cabo mediante la adhesion de la lectina de unién
a galactosa (lectina Gal/GalNac) *** a las glicoproteinas presentes en la mucosa
intestinal 8. Una vez adherido, el trofozoito comienza a fagocitar generando cambios y
reorganizacion del citoesqueleto, y la formacién de pseuddpodos encargados de la

formacién de un fagosoma .

Las proteasas de cisteina (enzimas proteoliticas de secrecion) llevan a cabo la disrupcion
de la barrera epitelial y la degradacion de componentes de la matriz extracelular, ademas
de interferir en la respuesta inmune e inducir la apoptosis facilitando la invasion celular
1819 Las principales proteasas de cisteina presentes en E. histolytica son EnCP1, EnCP2

y EhCP5 exclusiva de este parasito 2022,

Otras enzimas proteoliticas importantes para la lisis celular son los amebaporos,
pequefios péptidos localizados dentro de vesiculas en el citoplasma 23 que logran
insertarse en la bicapa lipidica de la membrana celular formando uniones con fosfolipidos
anionicos. Este proceso da paso a la generacion de oligbmeros que se expanden y

forman canales i6nicos o microporos causando lisis celular 132425,

1.4 Diagnostico y Tratamiento de la amibiasis.
Para el diagnostico de la amibiasis intestinal se utilizan técnicas de microscopia en heces
gue permiten la identificacién del parasito. El uso de técnicas de biologia molecular ha

sido muy util para identificar antigenos especificos de la amiba 2627,



El diagnostico para pacientes con AHA ha sido mas complejo debido a la ausencia de
sintomas al inicio de la infeccion 2’. Hasta ahora, los estudios de imagen como
radiografia, ecografia y la tomografia axial computarizada TAC han sido muy Utiles para

aquellos pacientes con AHA avanzado 2°.

Hasta el momento no se cuenta con una vacuna eficaz para la amibiasis y no se cuenta
con un farmaco que logre actuar contra las dos formas del parasito (quiste y trofozoito).
El farmaco de eleccibn es el metronidazol, un antiparasitario del grupo de los
nitroimidazoles. El esquema terapéutico se basa en la severidad de la infeccion, la dosis
indicada en nifios es de 5 mg/Kg cada 8 h por 7 dias y en adultos de 7.5 mg/Kg cada 8 h
por 7 dias via oral o por via intravenosa cuando se trata de AHA 26:28.29,

1.4.1 Mecanismo de accion del metronidazol.

El metronidazol posee la capacidad de penetrar membranas celulares, la molécula se
activa en condiciones con baja tensién de oxigeno transformandose en un radical libre
con alto nivel citotdxico, por lo que al interaccionar con el DNA del parasito da como

resultado la inhibicién de su sintesis y su posterior degradacion 30,

En la infeccion con E. histolytica el grupo nitro del metronidazol se reduce mediante la
accion de la ferredoxina producida en la degradacion descarboxilacion del piruvato,
reaccion catalizada por la enzima piruvato ferredoxina oxidorreductasa (PFO) 3. El
portador de electrones ferredoxina se reduce y a su vez reduce el grupo 5-nitro del
metronidazol produciendo nitrosoimidazol encargado de actuar de manera directa en la
cadena de DNA del parasito desestabilizandola 3222, lo que causa la pérdida de la
estructura helicoidal y la inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos induciendo la muerte

celular 34-36,

1.5 Patologia.

Cuando el parasito logra invadir la pared del intestino, da origen a la colitis ulcerativa
amibiana, en donde se producen lesiones ulcerosas que al evolucionar pueden llegar a
ser muy profundas involucrando a los vasos sanguineos mesentéricos que
anatomicamente dan lugar a la circulacion portal lo que permite al parasito diseminarse
primero al higado y de ahi alcanzar otros érganos extraintestinales como el cerebro y

pulmén 37,



1.5.1 Amibiasis intestinal.

La presencia de diarrea en la infeccion con este parasito es un factor importante debido
a que los trofozoitos son expulsados en el contenido fecal; sin embargo, ante la ausencia
de diarrea estos suelen enquistarse antes de abandonar el intestino. La amibiasis
sintomética suele manifestarse en diferentes alteraciones como la colitis ulcerativa

amibiana ’.

Muchas personas infectadas son portadoras asintomaticas del parasito; sin embargo,
pueden seguir eliminando quistes en sus heces, contribuyendo asi a la propagacion de
la infeccidn. En aquellos que desarrollan sintomas, éstos pueden incluir diarrea, dolor
abdominal, cdlicos, flatulencia y malestar general. La diarrea puede contener sangre o

mOoco en casos graves 238

La colitis ulcerativa amibiana afecta el intestino grueso (ciego y colon sigmoides),
causando lesiones en el revestimiento del colon y la formacion de Ulceras nodulares con
borde edematoso y centros necréticos 123 (Figura 3). En su contenido hay presencia de
trofozoitos y otros tipos celulares 4. El progreso de la infeccién se acompafia de la

produccion de ulceras que pueden llegar a cubrir la mucosa del colon 3.

Figura 3. Amibiasis intestinal humana. Se observan multiples lesiones ulcerativas (flechas).
Cortesia del Dr. Jesus Aguirre.



1.5.2 Amibiasis hepética.

El AHA es el resultado de la migracion de trofozoitos desde el colon hasta el higado, a
través de la circulacion portal 1141, los cuales atraviesan la barrera endotelial sinusoidal
hasta alcanzar el parénquima hepdtico. Los principales sintomas en fase aguda incluyen
fiebre, dolor en el hipocondrio derecho y sensibilidad hepética, mientras que en la fase

crénica puede presentarse fiebre y hepatomegalia 4244,

El tipico AHA en el humano, se caracteriza por la sustitucion del paréngquima sano por
material necrotico que se encuentra limitado por tejido hepatico congestivo. El area
necrotica se localiza en el centro del absceso y la superficie interna de la cavidad se
compone de material solido (Figura 4A), esta lesion se localiza cominmente en el I6bulo
derecho y su tamafio va de los 5 a los 15 cm de didmetro 4°, su rompimiento casusa su
extension al peritoneo y cavidad pleural 7 originando complicaciones que pueden llevar

al paciente a la muerte.

Su estudio en el laboratorio se ha realizado en modelos animales (hamsteres). Esta lesion
se caracteriza por presentarse en el [6bulo izquierdo y medio del 6rgano (dafio avanzado),
las lesiones son granulomatosas de color blanquecino y de consistencia cremosa (Figura
4B). El estudio en este modelo animal ha permitido determinar ademés de los cambios
macroscopicos e histopatologicos los diversos mecanismos involucrados en la

patogenicidad de este parasito en este importante 6rgano 1146,

l

Figura 4. Absceso hepatico amibiano (AHA). A) Humano. Se observa un AHA cavitario.
Cortesia del Dr. Jesus Aguirre. B) Hamster. Se observa una lesion grumosa blanquecina en el
I6bulo izquierdo resultado de una inoculacién intrahepatica con trofozoitos virulentos. Imagen
obtenida en el laboratorio 2 del Dr. Victor Tsutsumi.



El analisis microscopico sobre la evolucion de la lesion hepatica durante la formacion del
AHA experimental, ha sido clave para dilucidar algunos de los mecanismos involucrados,
desde la etapa aguda, hasta el desarrollo de la necrosis hepatica extensa. El estudio de
esta cinética ha permitido identificar la llegada de los trofozoitos a los sinusoides
hepéticos en tiempos muy cortos, hasta la aparicion de focos inflamatorios y la formacion
de granulomas que van extendiéndose a lo largo del parénquima hepatico conforme pasa

el tiempo ** (Figura 5).

Figura 5. Cinética de evolucion del AHA. A)30 min post inoculacién (pi): sinusoides dilatados
con presencia de trofozoitos, B) 1 h pi: amibas dentro de los sinusoides rodeadas por PMN, C) 3
h pi: presencia de focos inflamatorios rodeando a los trofozoitos, D y E) 6 h pi: aumento en el
infiltrado inflamatorio y lisis leucocitaria, F) 96 h pi: formacién de granulomas que delimitan la
lesién, G) 7 dias pi: areas necroticas asociadas con multiples granulomas fusionados, formando
bordes lobulados irregulares. Tsutsumi et al 198411,

1.6 Higado.

El higado representa el segundo 6rgano mas grande del cuerpo humano, en el adulto
constituye aproximadamente del 2 al 3% de su peso #’. Entre sus funciones principales
se encuentra el metabolismo de farmacos y xenobidticos, procesamiento de nutrientes,
detoxificacion y eliminacion de diversos compuestos exdgenos y enddgenos 4849,
Presenta una extraordinaria capacidad de regeneracién cuando existe algun tipo de dafio,

ya sea por dafio mecanico o por agentes quimicos o patoldgicos 49°0,
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1.6.1 Anatomia.

En el humano, el higado se ubica en el cuadrante superior derecho de la cavidad
abdominal, debajo del diafragma donde lo protege la caja toracica. Se encuentra cubierto
por la capsula de Glisson (membrana epitelial con tejido conjuntivo) 474851 se divide en
l6bulos (derecho, caudado e izquierdo) por el ligamento falciforme 4. El I6bulo derecho
supone al 70% de la masa hepéatica, mientras que el I6bulo izquierdo y el caudado
conforman el 30% restante %2. Estos l6bulos se dividen en ocho segmentos (Figura 6):
l6bulo izquierdo (l1, 'y IV), 16bulo derecho (V, VIII, VI 'y VII) y 16bulo caudado (1) 5253,

Este Organo, recibe doble aporte sanguineo, sangre arterial con elevada presion y
composicion de oxigeno y sangre venosa proveniente de la vena porta reducida en
oxigeno/presion, enriquecida con nutrientes y factores de crecimiento >4. Una vez dentro
de los sinusoides esta sangre se mezcla y drena hacia el sistema venoso hepatico y de

ahi al sistema circulatorio 47:5%,

Lobulo derecho Lobulo izquierdo

Posterior Anterior Medial Lateral izquierdo

Figura 6. Anatomia del higado humano. Lébulos hepaticos constituidos por segmentos.
Tomada de Lena Sibulesky 2013 =3,
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1.6.3 Unidad hepéatica funcional y estructural.
Este 6rgano anatdomicamente lo forman millones de unidades repetidas llamadas
lobulillos, clasificados por varias estructuras: lobulillo clasico y sus unidades funcionales,

lobulillo portal y acino hepatico °¢ (Figura 7).

El lobulillo hepatico o clasico, representa la unidad estructural del higado °’. Tiene una
forma hexagonal con una medida aproximada de 2 mm de longitud y 0.7 mm de didmetro
58, En su centro se localiza la vena centrolobulillar, mientras que en sus seis angulos se
localizan las triadas portales conformadas por un conducto biliar, una rama de la arteria
hepatica y otra de la vena porta >°. La rama de la vena porta de cada triada se ramifica
en venas de distribucion en la periferia de cada lobulillo, su funcién principal es el
trasporte de sangre proveniente de las venas mesentéricas (superior e inferior); la arteria
hepatica se ramifica en los sinusoides proporcionando sangre arterial del tronco celiaco

proveniente de la arteria aorta abdominal 5160,

El lobulillo se delimita por tejido conectivo interlobulillar y se compone por placas de 15 a
25 hepatocitos que se extienden desde la triada portal hasta la vena centrolobulillar, se
encuentran revestidos por los sinusoides en donde la mezcla de sangre administrada

tiene acceso a las células epiteliales del parénquima hepatico 613,

El acino hepatico representa la unidad funcional del higado y se encarga de la irrigacion
sanguinea hepatica. Se representa por un area romboidal de hepatocitos, su centro lo
constituye una triada portal y sus extremos dos venas centrales °’. Esta estructura esta
clasificada en tres zonas contiguas correspondientes a la distancia del suministro de la
sangre arterial, zona periportal (zona 1), zona media (zona 2) y zona pericentral (zona 3)

58 que reciben un aporte de oxigeno y nutrientes de forma diferencial 4.

A estas zonas las constituyen hepatocitos de dos poblaciones distintas, aunque
morfol6égicamente esta diferencia no es evidente, su diferencia radica en la expresion de
genes y funciéon metabdlica 2. En la zona 1 se encuentran hepatocitos involucrados en
la gluconeogénesis, produccion de ureay la B-oxidacion de los acidos grasos; en la zona
3 los hepatocitos residentes participan en procesos como la glucdlisis, eliminacién de

nitrégeno y lipogénesis ©°.

Finalmente, en el lobulillo portal se lleva a cabo la secrecion de bilis. Esta estructura ha

sido representada por un area hipotética de forma triangular, su eje corresponde a una
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triada portal y sus bordes externos se encuentran representados por lineas imaginarias
trazadas entre tres venas centrolobulillares mas cercanas a la triada portal, por lo que
toda la bilis sintetizada por los hepatocitos dentro del lobulillo portal es drenada a través

del conducto biliar comun ©8,

|t===Acino hepatico

Lobulillo clasico

Vena porta
@ Arteria hepatica
@ Conducto biliar

Figura 7. Representacion esquematica del lobulillo clasico, lobulillo portal y acino
hepatico.

1.6.4 Histologia.

El higado se compone de diversas poblaciones celulares, incluyendo células
parengquimatosas (hepatocitos) las cuales representan la base estructural del 6rgano, asi
como una variedad de células residentes no parenquimatosas (colangiocitos, células
estelares, células de Kupffer, células endoteliales sinusoidales y células del sistema
inmune) indispensables en diversas funciones, asi como para el mantenimiento de la

homeostasis del érgano 5167-69 (Figura 8).

Todos estos tipos celulares se localizan en diferentes areas del higado, las células de
Kupffer se ubican en los sinusoides mientras que las estelares se localizan en el espacio
de Disse °L. Los sinusoides hepaticos estan encargados de separar la placa de células
gue conforman el lobulillo hepatico. El revestimiento de los hepatocitos con los
sinusoides, se compone de una capa discontinua de células endoteliales fenestradas

permitiendo el intercambio de materiales 5360,
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Entre las células endoteliales y hepaticas existen espacios tisulares denominados
perisinusoidales o de Disse correspondientes a areas en donde los hepatocitos
mantienen contacto con el espacio sinusoidal, mientras actiGan como barrera entre
células endoteliales y hepatocitos; ademas permiten el intercambio metabdlico entre

hepatocitos y plasma 5.

Este 6rgano alberga un grupo de células progenitoras residentes en los conductos y
canales de Hering que intervienen en el proceso de regeneracion como respuesta ante

algun tipo de dafio 771,

Hepatocito ‘ Célula NK

_* Célula estelar ="~ Célula endotelial

* Célula de Kupffer ‘ Eritrocitos

Figura 8. Diagrama representativo de la organizacion celular del higado.

1.6.4.1 Hepatocitos.
Los hepatocitos representan el mayor porcentaje de la poblaciéon celular total y volumen
total del 6rgano. Poseen un tamario entre 15y 25 pm %8, participan en el metabolismo de

macromoléculas; asi como en la sintesis del factor de coagulacién y secrecién biliar 57.

Poseen una forma poligonal, forman series de laminas irregulares, sus superficies
expuestas se encuentran recubiertas de microvellosidades cortas %, contienen un niicleo

esférico y en su citoplasma se localizan organelos como reticulo endoplasmico liso y
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rugoso, mitocondrias, peroxisomas, lisosomas, complejo de Golgi, microtibulos y

microfilamentos, asi como multiples granulos densos de glucégeno 59,

Entre sus funciones se encuentra la organizacion del intercambio de macromoléculas del
interior al exterior 3, lo que se logra gracias a su polarizacién estructural y funcional
clasificado en tres dominios de membrana distintos; sinusoidal (basal), lateral y
canalicular (apical) % separados por uniones estrechas presentes en los dominios
laterales encargadas de la adhesion celular y los dominios basales que llevan a cabo la

interaccion con la matriz extracelular 636972,

1.6.4.2 Colangiocitos.

Los colangiocitos o células epiteliales biliares, comprenden un pequefio porcentaje de la
masa hepatica, son esenciales para la formacion de componentes biliares y transporte
de bilis dentro del duodeno 73. Llevan a cabo la secrecién de agua, bicarbonato y cationes
por medio de la bilis, ademas de participar en la respuesta inmune como presentadores
de antigeno °’. Estas células recubren una compleja red tridimensional de conductos
(tracto biliar) que comienza en los canaliculos, seguido de los conductos biliares, y

termina en el conducto biliar comun 5773,

1.6.4.3 Sinusoides.

Los sinusoides hepaticos son capilares especializados en donde se realiza el intercambio
transvascular entre la sangre y los hepatocitos 7. Su estructura es Unica, sus paredes se
componen de células endoteliales y perisinusoidales entre las que se encuentran células
de Kupffer, células estelares y células de Pit °. Las células endoteliales que tapizan la
superficie del sinusoide poseen poros llamados fenestras que permiten la selecciéon
estérica de la transferencia de moléculas grandes, plasma y proteinas desde el espacio
sinusoidal al parénquima hepético ’6. Las células sinusoidales participan en un sistema
de defensa coordinado en el que las células de Kupffer son las que tienen la mision de
fagocitar y presentar antigenos. Las células estelares son importantes en el metabolismo
del colageno, mientras que las células de Pit muestran actividad de células asesinas
naturales (NK) 5777,

1.6.4.4 Células de Kupffer.
Las células de Kupffer o macroéfagos residentes del higado representan del 2 al 5% de la

masa celular del higado, y se encuentran adheridas al endotelio en la superficie dirigida
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a la luz intestinal 5”-77. Tienen prolongaciones que se extienden hacia el espacio de Disse
con la finalidad de remover cuerpos 0 moléculas extrafias segundos después de que la

particula se ha puesto en contacto con la superficie celular 787°.

Una vez activadas, estas células logran producir una cantidad importante de quimiocinas
y citocinas fundamentales en la reaccion de fase aguda del higado coordinando las

respuestas moleculares de todas las células del parénquima ante una lesién 52,

1.6.4.5 Ceélulas estelares.
Las células estelares se localizan en el espacio de Disse, presentan contacto fisico con
los hepatocitos. Representan alrededor del 1.5% del total del volumen celular y entre el

5 al 8% del niimero de células >7:€0,

En condiciones fisiolégicas estas células producen mediadores reguladores del
crecimiento, citocinas pro y antiapoptoticas asi como quimiocinas encargadas de reclutar
células inflamatorias e inmunes &, almacenan del 50-80% de vitamina A en forma de
palmitato de retinol en las gotas de lipidos presentes en su citoplasma; mientras que en
condiciones patoldgicas éstas se activan en respuesta a la reparacion del tejido, su
transdiferenciacion a miofibroblastos incluye la pérdida progresiva de vitamina A, sintesis
de a-SMA (actina de musculo liso alfa) 8, mayor contractilidad y una mayor produccién
de componentes de matriz extracelular como colageno, proteoglicano,

glucosaminoglicano y glucoproteinas adhesivas 8.

1.6.4.6 Células de Pit.

Las células de Pit también conocidas como células asesinas naturales (NK) o linfocitos
granulares, representan el 1% de la masa celular del higado, y forman parte del
mecanismo de vigilancia inmunitaria en los sinusoides hepaticos *’. Usan el ligando FasL
Fas (FasL) y la via de perforina/granzima para matar las células objetivo mediante la
activacion de la caspasa 8 la cual juega un papel importante en la ejecucion de la

apoptosis, mientras que la perforina y la granzima B son liberadas por exocitosis 69,

1.7 Regeneracion hepética.

El higado es un 6rgano con una importante e interesante capacidad regenerativa, que
permite la recuperacion de la masa y funciéon normal de este 6rgano 8. Esta caracteristica
se describié como una adaptacion evolutiva por sus funciones, como la desintoxicacion,

por lo que, en respuesta a cualquier lesion que involucre la pérdida de sus células, se
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activa inmediatamente toda la maquinaria necesaria para proliferar y con ello recuperar

el tejido dafado 82785,

Este érgano modula su masa respecto a sus necesidades funcionales, prolifera en
escasez funcional o sufre apoptosis en casos de exceso; en ambas situaciones se
remodela para preservar su arquitectura y organizacion histolégica 838 con la Unica
finalidad de restaurar cualquier masa perdida y ajustar su tamafio 6ptimo, al tiempo que
proporciona un apoyo total para la homeostasis del cuerpo durante todo el proceso

regenerativo 83,

Se ha descrito que el proceso de regeneracion en respuesta a una lesion o pérdida de
una parte del érgano involucra Gnicamente la replicacion de hepatocitos maduros 384,
Sin embargo, la expresion de algunos marcadores de progenitores hepaticos durante el
proceso de regeneracion en lesiones hepaticas cronicas sugiere su posible participacion

como respuesta a este tipo de dafio 6.

1.7.1 Modelos de regeneraciéon hepatica.

Para describir e investigar la regeneracion del higado se han utilizado distintos modelos
animales. La hepatectomia parcial (HP) se considera el modelo mas estudiado de este
proceso, que implica la extirpacion quirtrgica de 2/3 partes del 6rgano 87, Después de
la reseccion, se inicia una respuesta Unica, en donde los hepatocitos ingresan al ciclo

celular para proliferar y compensar la pérdida de tejido hepatico 88,

Ademas del modelo quirargico de HP, el higado ha mostrado tener una alta capacidad
regenerativa después de una lesiéon inducida por sustancias quimicas. En este modelo
se producen lesiones necréticas que simulan ciertas enfermedades hepaticas 4%°2. Entre
algunos compuestos hepatotéxicos empleados en el proceso de regeneracién se
encuentran: tetracloruro de carbono, empleado para inducir lesiones hepaticas agudas,
al descomponerse este quimico conduce a la formacion de radicales reactivos y toxicos,
desencadenando dafio al DNA, proteinas, lipidos y carbohidratos en los hepatocitos
causando su necrosis #9528 La D-galactosamina causa insuficiencia hepatica aguda,
alterando el sistema metabdlico del higado conduciendo a la inhibicion de la sintesis de
RNA y proteinas %28°. El acetaminofeno o paracetamol, es un medicamento antipirético y

analgésico, su sobredosis presenta un efecto toxico manifestado como insuficiencia
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hepética aguda fulminante, lleva a la formacién de radicales libres y citocinas en conjunto

con la activacion de células estelares 52:89.90,

1.7.2 Proceso de regeneracion hepatica.

Los mecanismos moleculares asociados a la regeneracion hepatica se han estudiado
principalmente en modelos animales principalmente en roedores tras una hepatectomia
parcial. EI mecanismo molecular de este proceso de regeneracion se desarrolla en tres
etapas (iniciacion, proliferacion y término) 89! reguladas y unidas entre si por diversas

vias de sefalizacion que aseguran la regeneracion hepatica 6ptima después de una HP

52,88

1.7.2.1 Inicio del proceso de regeneracion.
Esta fase comienza temprano después de la HP y la median citocinas y factores de
crecimiento, que modifican la expresion de genes para preparar a los hepatocitos para

su entrada al ciclo celular 5283,

En los primeros minutos la presion arterial portal aumenta provocando estrés mecanico
sobre las células endoteliales mediante el flujo sanguineo, lo que ocasiona un aumento
del activador de plasminégeno serina proteasa, encargado de la catalisis del
plasmindgeno a plasmina, cuya funcién es descomponer el fibrinbgeno en productos de
degradacion 2. Ademas, participa en la transformaciéon de metaloproteinasas pro-matriz
(pro-MMPs) en metaloproteinasas activas °2 lo que favorece la remodelacién de la matriz
extracelular (MEC) y en consecuencia la liberacion de factores de crecimiento, como el
factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) y factor de crecimiento epidérmico (EGF) 8993,

La respuesta inmune innata juega un papel importante en este proceso con la produccion
de componentes como proteinas del complemento (C3a y C5a), que una vez unidos a
sus receptores localizados en las células de Kupffer estimulan la via del factor de
transcripcion nuclear kB (NF-kB) para su posterior activacion que concluye con la

transcripcion del factor de necrosis tumoral (TNF-a), interleucina 6 (IL-6) y ciclina D1
83,88,89,94

Por su parte el TNF-a estimula la activacion de la proteina cinasa activada por estrés
(SAPK o JNK) en hepatocitos, que induce la transcripcion de genes diana como la
proteina ciclina dependiente de cinasa 1 (CDK1) encargada de inducir la proliferacion de
los hepatocitos dentro de las primeras horas post-HP 5284 y activa algunas vias de
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sefalizacion que regulan el proceso de regeneracién como Wnt/Bcatenina encargada de

la transcripcion de genes que promueven la proliferacion de hepatocitos %.

Otro componente importante para la preparacion de la entrada de los hepatocitos al
proceso de proliferacion es la IL-6, encargada de mediar la respuesta aguda e inducir
funciones citoprotectoras y mitogénicas °. Al unirse a su receptor se activa la cascada
de sefializacion lo que da lugar a la expresion de multiples genes importantes para la

proliferaciéon como ciclina D1 5283,

Adicionalmente, en el proceso de regeneracion se han caracterizado otras vias de
sefalizacion que participan en esta primera etapa, entre las que se encuentran: via Notch,
encargada de la transcripcion de genes involucrados en proliferacién, diferenciacion y
revascularizacion %297, via Hippo encargada de la transcripcion de genes involucrados en
procesos de proliferacion 5287 y via Hedgehog, critica para la recuperacién normal del
tejido después de una Hp, induciendo la transcripciébn de genes involucrados en

proliferacion, supervivencia y diferenciacion & lo que se discutird mas adelante.

1.7.2.2 Proliferacion celular.

Durante la regeneracion hepética, la red de citocinas y factores de crecimiento median la
entrada de los hepatocitos inactivos al ciclo celular 52. Las células se someten a hipertrofia
celular seguida de proliferacion celular, en donde el ciclo celular representa el mecanismo

clave de la proliferacion 8.

El ciclo celular se considera como una serie de fenbmenos en los que se sintetiza el
material genético que luego se distribuird a las células hijas 8. Este se encuentra

clasificado en dos procesos basicos, la mitosis y la interfase.

La interfase se encuentra constituida por tres fases organizadas: G1, S, G2. En la fase
G1, se activa la sintesis de RNA y proteinas, la célula aumenta su tamafio y el nimero
de organelos, durante la fase G2 se lleva a cabo la sintesis de proteinas requeridas para

la division celular; en la fase S el DNA se replica y los cromosomas se duplican 9919,

Altérmino de la interfase la célula entra en mitosis dando origen a la divisién de las células
somaticas, en donde se produciran dos células hijas cromosdmicamente idénticas a la
original. Este proceso comprende seis etapas, profase, metafase, anafase, telofase y

citocinesis .
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El ciclo celular se encuentra regulado por tres puntos de control diferentes encargados
de asegurar que las fases se completen correctamente sin errores: punto de control G1-
S, G2-M y M. Las células inactivas como los hepatocitos maduros residen en una fase no

replicativa reversible denominada GO o quiescente 1.

Cuando la célula hepatica pasa de la fase G1 a la S, la ciclina A reemplaza a la ciclina E
y se asocia con el complejo A-CDK2 que produce CDK2, encargada de controlar los
eventos que ocurren durante la fase S. En la fase S tardia, CDK1 se combina con la
ciclina A, formando el complejo A-CDK1 que contribuye al transporte de la célula a la fase
G2 52100 Después de la transicion celular de la fase S a la fase G2, la ciclina A permanece
en asociacion con CDK1 controlando el crecimiento y la transcripcion genética durante
G2. En la fase G2 tardia, la ciclina A se sustituye por la ciclina B para formar el complejo
B-CDK1, ademas de participar en la estimulacion y formacién del complejo B-CDK1 52101,
este complejo juega un papel crucial en el movimiento del hepatocito a través del punto
de control G2-M hacia la fase M, induciendo la expresion del gen de supervivencia

llamado survivina que regula las diferentes etapas de la mitosis y la citocinesis 5289100,

El aumento de la regeneracion hepatica se rige por numerosos factores de crecimiento
los cuales poseen efectos mitdégenos, tréficos y antiapoptoéticos encargados de preparar
las células hepaticas y permitir su acceso al ciclo celular para proliferar y restaurar el
organo. Entre estos factores se encuentra HGF producido por células estelares y actla
de forma paracrina y endocrina en los hepatocitos, la sefializacién de HGF/c-met da como
resultado la activacion de ERK1/2 conduciendo a la proliferacion de hepatocitos, ademas
de regular cinasas involucradas en supervivencia celular, especificamente PI3K y AKT
102: EGF es importante para la curacion de heridas encargado de regular la inflamacién y
estimular el crecimiento de las células epiteliales, ademas de activar respuestas
genéticas secundarias o retardadas para estimular la sintesis de DNA y proliferacion
celular 88103 y VEGF es un regulador clave de la angiogénesis, al unirse a su receptor
especifico presente en la superficie de las células endoteliales de los vasos sanguineos
estimula a las células para liberar la enzima proteolitica MMP la cual degrada fibras de
colageno de la membrana basal y por lo tanto, permitira a las células endoteliales escapar

de los vasos sanguineos 5288,
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La proliferacion del parénquima hepatico inicia en las zonas periportales para
posteriormente desplazarse a las areas perivenosas, a partir de los cinco dias posteriores
a la reseccion quirurgica, el higado ha alcanzado mas de la mitad de las células perdidas,
incluyendo células parenquimatosas y no parenquimatosas °21%4. De esta manera, el
proceso regenerativo finaliza a los 7 dias post-Hp en donde el segmento hepético

remanente recupera tanto el nimero de células como el peso original del higado 4984,

1.7.2.3 Terminacién de la regeneracion.

La regeneracion cesa con la restauracion de la masa hepatica inicial necesaria para
realizar las funciones hepaticas normales 8. Esta fase se encuentra mediada por
citocinas antiinflamatorias, y proapoptéticas, proteinas supresoras de la sefializacién de
citocinas (SOCS-3) y especialmente el TGF-[3 8488,

Los factores antiproliferativos mejor conocidos en el higado son el TGF-B y otros
miembros como la activina. EI TGF-B es producido principalmente por las células
estelares y la activacion de su expresion conduce a la fibrosis hepatica y a la apoptosis
105 esta proteina se induce durante la regeneracion, activando mediante fosforilacion a

reguladores de la transcripcién conocidos como proteinas SMAD 19,

La activina A participa como inductor de citocinas proinflamatorias, ademas de participar
en la activacion intracelular de SMAD de forma similar que TGF-B, interviene en la
diferenciacion celular, induce la detencion del crecimiento, la apoptosis y participa en la

cicatrizaciéon de heridas durante el proceso de regeneracion 107108,

1.8 Via de sefalizacion Hedgehog.

La via de sefalizacion Hedgehog (Hh) regula diversas decisiones del destino celular,
incluida la proliferacion, apoptosis, migracion y diferenciacion, ademas participa en la
morfogénesis de los tejidos durante el desarrollo fetal; en el adulto juega un papel
importante en la cicatrizacion y la regeneracién en diversos 6rganos por lesiones
mecanicas y patolédgicas 1°°. En el higado adulto los efectos de su activacion incluyen la
regeneracion, fibrosis y remodelacion vascular, mientras que su activacion aberrante se
ha relacionado principalmente en la patogénesis de la cirrosis y el cancer hepatico 11°, su

inhibicién en la etapa embrionaria da origen a malformaciones craneofaciales 1.

La participacion de esta via en procesos neoplasicos ha sido demostrada mediante

estudios sobre el desarrollo de carcinomas de células basales, meduloblastomas, cancer
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de pancreas y cancer de ovario, ya que al utilizar inhibidores especificos de Hh estos
procesos pueden revertirse en modelos in vivo, mientras que en modelos in vitro actia

disminuyendo su proliferacién e induciendo apoptosis 112,

1.8.1 Senalizacion Hedgehog en la regeneracion hepética.

La lesion hepatica crénica en adultos aumenta la produccién de ligandos Hh, encargados
de orquestar diversos aspectos de la construccidn de tejidos durante la embriogénesis.
Su reactivacion se produce en diversos tipos de lesiones hepéaticas crénicas, dando como
resultado la expansidon de poblaciones progenitoras, acumulacion de células

inflamatorias, fibrogénesis y remodelacién vascular 113114,

Diversos factores de crecimiento, citocinas y ciertos tipos de estrés celular estimulan a
las células productoras de ligandos Hh que en el caso de la regeneracion representa un
efecto regulador de proliferacion. La capacidad del higado adulto para regenerar permite
recuperar funciones y la masa normal especifica del tejido en semanas tras una Hp,
mientras que esta regeneracién en modelos animales el parénquima hepatico logra

reconstruirse en masa dentro de los 7 a 10 dias post-Hp 1.

Una vez presentes los ligandos Hh, promueven la expresion de quimiocinas en las células
epiteliales biliares, estimulan la activacion de células estelares y la produccion de factores
como IGF-1, PDGF, VEGF, HGF y TGF-B, fundamentales en el proceso de regeneracion,
estimulacién de linfocitos productores de factores fibrogénicos (IL-4 e IL-3) y finalmente
estabilizan la actividad del factor de transcripcion Gli encargado de dar paso a la
transcripcion de genes diana involucrados en la proliferacion, apoptosis, supresion

inmune y diferenciacion 82.113.116,

Se ha demostrado que al inhibir la via de sefializacién en ratones después de una Hp, se
reduce significativamente la acumulacion de progenitores hepéticos, se inhibe la
proliferacion de hepatocitos y colangiocitos, asi como la remodelacion de la matriz
extracelular, dando como resultado el bloqueo de la regeneracién del 6rgano y como

consecuencia la muerte de los animales 72 h después de la cirugia .

En general, los ligandos Hh funcionan como factores tréficos y promueven la viabilidad
de las células, lo cual mejora el crecimiento de poblaciones de progenitores hepéticos,
desencadena la remodelacion del tejido y promueve la regeneracion del higado. Ademas,

estimulan diversos tipos celulares para adquirir un estado menos epitelial y mas
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mesenquimatoso en el que dichas células generan mediadores inflamatorios y tejido
cicatricial. Por lo tanto, la actividad excesiva o persistente de la via Hh afecta la
regeneracion exitosa del tejido hepatico dafiado contribuyendo a la patogénesis de la
fibrosis hepatica por lo que puede derivar en su progresion a cirrosis y en algunos casos

a cancer hepatocelular 82113.116,117,

1.8.2 Sintesis y procesamiento de Hedgehog.

El ligando Hedgehog (hh) fue identificado inicialmente en el desarrollo embrionario de
Drosophila melanogaster, y gran parte del conocimiento acerca del funcionamiento de la
via ha surgido de los estudios en este organismo 13, Hasta la fecha se ha logrado
identificar que los mamiferos poseen tres proteinas homdélogas, entre las cuales se
encuentran Sonic (Shh), Desert (Dhh) e Indian (Ilhh) que forman parte del grupo de
ligandos extracelulares producidos por diferentes células durante la formacion de 6rganos
en el desarrollo embrionario y en el adulto durante la regeneracién y curacion de heridas
118 |La proteina Hh se sintetiza como un precursor de 45 kDa, sufre una hidrélisis
intramolecular catalizada por su porciéon C-terminal lo que origina dos fragmentos
peptidicos. El péptido C-terminal de 26 kDa carente de actividad biolégica y el fragmento
N-terminal de 19 kDa que posee toda la actividad biol6gica 11°. Posteriormente se originan
dos uniones covalentes, una al extremo C-terminal con una molécula de colesterol y una
al extremo N-terminal con una molécula de &cido palmitico lo cual permite la secrecion
de las proteinas Hh al medio extracelular 1%°. Se sabe que tanto en Drosophila como en
mamiferos, la secrecion de ligandos maduros requiere de una proteina integral de
membrana con doce dominios transmembranales denominado Dispatched (Disp) para

facilitar su salida al medio extracelular.

1.8.3 Recepcidén y transduccion de sefal.

El receptor de Hh es Patched (Ptc), el cual es una proteina integral de membrana con
doce dominios transmembranales por lo que el primer paso en el proceso de sefializacion
es la union fisica de Hh con Ptc lo que ademas de activar la via, causa la internalizacion
por endocitosis del complejo Hh-Ptc y su posterior degradacion lisosomal 129121, En los
vertebrados se han identificado reguladores positivos y negativos de la via de
sefalizacion, un modulador negativo de la sefal corresponde a Hip, el cual posee la

capacidad de unirse a Hh. Un modulador positivo de la sefial es Gasl, una proteina de
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superficie con anclaje glicosilfosfatidilinositol, lo que aumenta la afinidad de Hh por Ptc
122

Este sistema de transduccion de sefiales involucra a Smoothened (Smo), una proteina
con siete dominios transmembranales, que en ausencia del ligando es reprimida por Ptc
de manera catalitica 1?3124, La unién de Hh a Ptc inicia su internalizacién y libera a Smo
mediante vesiculas intracelulares que se desplazan acumulando a este receptor en la
superficie celular activando la cascada de sefializacion 118125126 E| efecto rio abajo de
esta via de sefializacion esta mediado por el factor de transcripcion Gli (190 kDa) que, en
ausencia de la sefal, es fosforilado por tres proteinas serina-treonina cinasa PKA, GSK3
y CK1. Este procesamiento ocurre debido a la formacién del complejo multiprotéico de
unién a microttbulos que incluye a Fused (Fu) y a la proteina de armazén Costal2 (Co2)
la cual se asocia de forma estable con Gli, posteriormente Gli es ubiquitinizado y cortado
proteoliticamente en el proteosoma, originando una forma corta de 75-83 kDa que
corresponde a su extremo N-terminal, el cual se transloca al ndcleo y reprime la
transcripcion de los genes diana involucrados en apoptosis, diferenciacion, proliferacion
y supervivencia celular (Figura 9A). Por otra parte, la union de Hh a Ptc inicia su
internalizacion y libera a Smo 1?7 lo que resulta en la inhibicién de la protedlisis de Gli, por
lo que este se transloca al nacleo donde actia como activador transcripcional de los
genes diana de Hh (Figura 9B).

A)

Hedgehog inactiva Hedgehog activa E)

Sin transcripcion | | Transcripcion
m__x_, de genes de genes m—
Figura 9. Via de sefalizacion Hedgehog. a) Via inactiva; permanece inactiva cuando no hay
union del ligando Hh al receptor Ptc, lo que evita la transcripcion de genes diana. b) Via activa;
se activa en presencia de ligandos Hedgehog, lo que permite la translocacién del receptor Smo
a la superficie celular, permitiendo la activacién del factor de transcripcion Gli y en consecuencia
la transcripcion de genes diana. Imagen creada en la plataforma en linea BioRender
https://biorender.com/.
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1.8.4 Ciclopamina.

1.8.4.1 Historia.

Veratrum californicum, lirio de la familia de las Melanthiaceae, es una planta
extremadamente venenosa nativa del hemisferio norte, abundante en la zona montafiosa
del oeste de los Estados Unidos. A mediados del siglo XX en el estado de Idaho nacieron
crias de ovejas con graves defectos craneofaciales provenientes de madres que en
tiempos de sequia se trasladaban a tierras mas altas en las montafias y pastaban V.
californicum. Debido a la gravedad de la situacion los pastores de estas ovejas recurrieron
al Departamento de Agricultura en donde Lynn F. James, registro todas y cada una de
las condiciones del medio en donde se encontraban estas ovejas y se dio cuenta que el
principal alimento era esta planta; al analizarla Richard F. Keeler del laboratorio de
Investigacion de Plantas Venenosas, descubrid la conexién entre el consumo de esta
planta y la aparicion de alteraciones craneofaciales en los rebafios, ya que al alimentar
ovejas prefiadas con preparaciones de V. californicum las malformaciones eran evidentes
desde los primeros 14 dias de gestacion 128120 A partir de estos estudios se logrd
demostrar que esta planta es una fuente de ciclopamina, un alcaloide natural que al ser
ingerido origina fetos ciclopes y holoprosencefalicos en el ganado que ha consumido
dicha planta, este efecto se debe a que este metabolito bloquea la via de sefializaciéon

Hh mediante su unién al receptor Smo 112,

1.8.4.2 Caracteristicas generales de la ciclopamina.
El alcaloide esteroideo ciclopamina, presenta tanto actividad teratogénica como
antitumoral derivada de su capacidad para bloquear las respuestas celulares a la

activacion de la via de senalizaciéon Hh.

Su extraccién y aislamiento se realizé a partir de la planta V. californicum, con la finalidad
de conocer su capacidad en la induccion de ciclopia en embriones. Su estudio llevé a la
identificacion de diversos compuestos con capacidad de causar ciclopia,
holoprosencefalia y polidactilia; sin embargo, la ciclopamina mostré un mayor efecto en
estas alteraciones al inhibir a Hh 111129130 Se ha demostrado que este alcaloide presenta
un fuerte potencial de unién al dominio transmembranal de Smo, evitando su cambio

conformacional lo que inhibe la activacion de la cascada de sefializacion 111:125130,131
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Su efecto teratogénico y téxico fue determinado a partir de un estudio en donde se
realizaron pruebas in vitro e in vivo. En los ensayos in vivo se determiné que una
concentracion de 160 mg/kg de ciclopamina provoca defectos faciales graves, labio
leporino y paladar hendido en embriones, anomalias que imitan defectos de nacimiento
en los humanos, mientras que a una concentracion 10-50 mg/kg la via se inhibe de
manera 6ptima sin causar alteraciones en los animales 32 por lo que en diversos andlisis

realizados con modelos in vivo se han utilizado estas dosis 133-135,
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Il.- ANTECEDENTES
En 1984 Tsutsumi y cols; llevaron a cabo la caracterizacion de los cambios
histopatolégicos secuenciales del dafio hepéatico producido por trofozoitos de E.
histolytica en un modelo experimental. En las primeras etapas de la infeccion se detecto
infiltrado inflamatorio constituido por polimorfonucleares y macréfagos que rodean a los
trofozoitos. Segun la lesion avanza, se registr6 un estado crénico con lesiones
granulomatosas y abundantes areas de tejido necrético. En este estudio se sugirié que
el dafio hepético no se relaciona directamente con los mecanismos de patogenicidad del
parasito, en contacto fisico con las células blanco, sino que la respuesta inflamatoria
exacerbada para contener la infeccién parasitaria tiene un papel importante en el dafio
indirecto al 6rgano por las enzimas contenidas en las células inflamatorias, excretadas al

medio cuando son lisadas por los trofozoitos 1.

Por otra parte, Martinez-Gigena en 1992, inocul6 trofozoitos virulentos de E. histolytica
en el modelo de hamster por via intrahepética y permitio lesionar aproximadamente el
25% del peso total del 6rgano (dafio maximo determinado previamente para observar el
proceso regenerativo del érgano), con la finalidad de estudiar la secuencia de los cambios
histol6gicos del proceso de curacion de la lesion, posterior al tratamiento con
metronidazol. Este tratamiento se administré a una dosis de 5 mg/100 g de peso corporal
por via oral durante 10 dias lo que permitié realizar el andlisis secuencial de los cambios
histologicos del proceso de regeneracion del érgano. Durante la evolucién del proceso
de recuperacion se observo una respuesta inflamatoria de tipo crénica, ademas del
aumento en la aparicion de macréfagos espumosos, disminucion gradual de granulomas,
aumento en el nimero de hepatocitos de neoformacion, proliferacion de conductos
biliares y presencia de tejido fibroso, hasta llegar a una curacion ad integrum del érgano.
Este estudio representa uno de los primeros avances en el analisis del proceso de

regeneracion durante la administracion del tratamiento antiamibiano 16,

En 1998, durante el desarrollo de su trabajo de tesis, Ledn Félix analizdé los cambios
morfolégicos durante la regeneracion hepatica administrando metronidazol cada 48 h
hasta completar un esquema de 10 dosis. En el analisis microscépico logré detectar la
presencia de focos inflamatorios cercanos a las areas necroticas, asi como células
cebadas, eosindfilos, abundantes macrofagos espumosos, proliferacion de conductos

biliares y hepatocitos de neoformacién 37,
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Finalmente, en nuestro laboratorio Loza Medrano en 2013, en su tesis de Maestria, dio
seguimiento a la secuencia de cambios histolégicos del proceso de regeneracion en el
AHA durante la administracion de metronidazol. Evaluo la presencia de citocinas como
IL-18, TNF-qa, IL-6 e IL-10, asi como factores de crecimiento como HGF, IGF, VEGF y
TGF-B y la proliferacién celular de los hepatocitos. Este analisis demostré que las
citocinas IL-1B, TNF-a e IL-10 se expresan en etapas iniciales del proceso de
regeneracion, mientras que IL-6, estuvo presente tanto en etapas iniciales como en
intermedias de la regeneracion al igual que los factores de crecimiento HGF e IGF; sin
embargo, TGF-B se observd en etapas intermedias del tratamiento y VEGF so6lo se
presento en las etapas iniciales. Se determiné que a los 11 dias de evolucion de la lesién
correspondientes a la cuarta dosis de metronidazol los hepatocitos comienzan a proliferar
y aumentan hasta los 23 dias de evolucion de la lesion, correspondientes a la décima
dosis de metronidazol, mientras que, a la onceava y doceava dosis, el marcaje de
hepatocitos en proliferacion disminuyé de manera importante. Ademas, se demostro
abundante colageno tipo 1 a partir de los 9 dias de evolucion de la lesidn, correspondiente

a la tercera dosis de metronidazol, que disminuyé con el tiempo 3.

Este altimo antecedente constituye una de las bases fundamentales para nuestro estudio,
ya gue sugiere que la via de sefalizacion Hh participa en el proceso de regeneracion
hepatica post-HP mediante la induccion de diversas moléculas entre ellas factores de
crecimiento, citocinas y ciclinas; ademas de mediar la activacion de células estelares,
proliferacion de hepatocitos e induccion de progenitores hepaticos con la finalidad de

reconstruir el tejido dafiado.
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l1l.- JUSTIFICACION
El AHA es la manifestacion extraintestinal mas comun de la amibiasis invasiva, su
desarrollo conlleva a la necrosis del 6rgano acompafiada por una respuesta inflamatoria
exacerbada. Afortunadamente, el tratamiento oportuno con metronidazol da como
resultado la curacion de la lesién asociada a una Optima regeneracion del érgano sin

dejar tejido de cicatrizacion, fenGmeno que raramente ocurre en otros tipos de dafio.

La via de sefalizacion Hedgehog tiene actividad morfogénica, controla el destino de
células progenitoras y la construccion de tejidos durante la embriogénesis; mientras que

en el adulto contribuye a la curacién de heridas y recuperacion de tejidos dafados.

Especificamente en el tejido hepatico, esta via de sefalizacion ha sido relacionada con
la regeneracién posterior a una hepatectomia parcial, fibrosis y remodelacién vascular;
asi como en la patogénesis de la cirrosis y el cancer hepatico. Sin embargo, su
participacion en la regeneracion hepatica derivada del tratamiento ante la presencia de
un agente infeccioso in vivo se desconoce. De esta manera, su estudio durante el
tratamiento antiamibiano permitird conocer el papel que esta via de sefializacion

desemperia y su importancia en el proceso de recuperacion hepatica.
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IV.-HIPOTESIS
La via de sefalizacion Hedgehog participa en el proceso de regeneracion hepatica
durante la administracion del tratamiento antiamibiano favoreciendo el proceso de

regeneracion del parénquima hepatico dafado.

V.- OBJETIVOS

5.1 General.
Evaluar la participacion de la via de sefalizacion Hedgehog en el proceso de
regeneracion durante el tratamiento con metronidazol en la amibiasis hepatica

experimental.

5.2 Especificos.
+ Evaluar los cambios macroscépicos y microscépicos presentes durante el proceso
de regeneracion hepatica con y sin inhibidor de la via de sefializacion Hedgehog.
+ |dentificar los cambios en los niveles de moléculas efectoras involucrados en el
proceso de regeneracion hepatica con y sin inhibidor de la via de sefalizacion
Hedgehog.
+ Identificar las estirpes celulares involucradas en la induccién y respuesta de la via

de sefializacion Hedgehog durante el proceso de regeneracion hepatica.
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VI. MATERIAL Y METODOS

6.1 Estrategia experimental general

Cultivo Entamoeba histolytica HM1-IMSS
N N
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(Mesocricetus auratus) - Ciclopamina - Amibas-Ciclopamina
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y microscopicos moléculas efectoras.

Figura 10. Estrategia experimental general. Se utilizaron trofozoitos de E. histolytica de una cepa virulenta, los cuales fueron
inoculados en el modelo de hdmster con la finalidad de producir el AHA. Se formaron 8 grupos de animales, cuatro grupos control
y cuatro grupos tratamiento. Los grupos fueron inoculados con 1x108 trofozoitos por via intrahepatica, mientras que los farmacos
y el vehiculo se administraron por via intraperitoneal. Tanto el vehiculo como la ciclopamina se administraron desde un dia antes
de la inoculacién de trofozoitos y diariamente hasta su posterior sacrificio. El dia 0 fue considerado como el dia en que se
inocularon las amibas, posteriormente la lesion se dejé evolucionar durante 3 dias para obtener un 25% de lesion y a partir de
estos dias se comenz6 a administrar el tratamiento con metronidazol. Una vez obtenidas las muestras estas fueron procesadas
para su analisis histopatologico y molecular (Western blot e inmunohistoquimicas).



6.2 Esquema de tratamiento
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Figura 11. Esquema de tratamiento. Grupos control: Sano, los animales fueron sacrificados en los dias 5, 9, 11, 15y 17 correspondientes
a dosis de metronidazol 1,3,4,6 y 7. Metronidazol, el metronidazol comenz6 a administrarse en los animales a partir del dia 4, 6, 8, 10, 12,14
y 16 para su posterior sacrifico en los dias 5, 9, 11, 15y 17 correspondientes a dosis de metronidazol 1,3,4,6 y 7. Vehiculo, el aceite de oliva
comenzd a administrarse desde el dia -1 correspondiente a un dia anterior a la inoculacion de amibas y se administré diariamente hasta su
posterior sacrificio dia 9 y 15 correspondientes a dosis 3 y 6 de metronidazol. Ciclopamina, comenzé a administrarse desde el dia -1
correspondiente a un dia anterior a la inoculaciébn de amibas y se administré diariamente hasta su posterior sacrificio dia 9 y 15
correspondientes a dosis 3 y 6 de metronidazol. Amibas, las amibas se inocularon en el dia 0 y la lesion se dejo evolucionar durante 72 h
para su posterior sacrificio en los dias 5, 9, 11, 15 y 17 correspondientes a dosis de metronidazol 1,3,4,6 y 7. Amibas ciclopamina, la
ciclopamina comenzé a administrarse desde 1 dia antes de la inoculaciéon de las amibas y diariamente hasta su posterior sacrificio en los
dias 9 y 15 correspondientes a dosis 3 y 6 de metronidazol. Amibas metronidazol, se inocularon las amibas, se dejo evolucionar la lesion
por 72 h para su posterior sacrificio en los dias 5, 9, 11, 15y 17 correspondientes a dosis de metronidazol 1,3,4,6 y 7. Amibas ciclopamina
metronidazol, la ciclopamina se comenz6 a administrar 1 dia antes de la inoculacién de las amibas, la lesioén se dejé evolucionar durante 72
h y posteriormente se administré el metronidazol a partir del dia 4, 6, 8, 10, 12,14 y 16 para su posterior sacrifico en los dias 9 y 15
correspondientes a dosis de metronidazol 3y 6.



6.3 Cultivo amibiano.

Los trofozoitos de E. histolytica de la cepa HM1: IMSS se cultivaron axénicamente a 37
°C en medio TYI-S-33, suplementado con suero bovino adulto al 10% y vitaminas. Para
todos los experimentos se utilizaron cultivos de trofozoitos en fase logaritmica de

crecimiento.

6.4 Animales de experimentacion.

Se utilizaron hamsteres machos (Mesocricetus auratus) de dos meses de edad, en un
rango de peso de 80 a 100 g. Se formaron 8 grupos de animales de experimentacion:
Control (sano), Metronidazol (Me), Vehiculo (Ve), Ciclopamina (Cp), Amibas (Am),
Amibas + Metronidazol (AmMe), Amibas + Ciclopamina (AmCp) y Amibas + Metronidazol
+ Ciclopamina (AmMeCp). El bioterio del CINVESTAV proporciond los animales, en

cumplimiento a la NOM-062-Z0O0-1999 con el protocolo de investigacion 0192-16.

6.5 Administracion de ciclopamina.

La ciclopamina (Sigma Aldrich®, Cat. PHL82510) se administré diariamente a una dosis
de 1 mg/100 g de peso via intraperitoneal, usando como vehiculo ciclodextrina® (Sigma
Aldrich®, Cat. H5784). En los grupos AmCp y AmMeCp la administracion de la
ciclopamina se inicié6 un dia antes de la inoculacion de amibas y se continu6 con la

administracion diaria hasta el sacrificio.

6.6 Administracion de metronidazol.

Posterior a la inoculacién de amibas, se permitié la evolucién de la lesion durante 72 h'y
posteriormente se inicié con la administracion de metronidazol (Flagyl®) a una dosis de 5
mg/100 g de peso cada tercer dia, por via intraperitoneal hasta completar un esquema
de 7 dosis. Se recuperaron muestras de los dias 4, 8, 10, 14 y 16 correspondientes a las
dosis (1, 3, 4, 6 y 7) representativas del proceso de regeneracion que fueron

determinadas previamente en nuestro laboratorio.

6.7 Procedimiento quirurgico.

Los hamsteres se mantuvieron en ayuno de 12 a 18 h previamente a la cirugia, el acceso
al agua fue ad libitum. Los animales fueron anestesiados mediante inhalacion de
isoflurano al 3% de 5 a 10 min antes de comenzar la cirugia y durante el procedimiento

se administré una dosis de 1.5% del mismo isoflurano. Se realizé una incision longitudinal
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en el abdomen, se expuso el I6bulo izquierdo del higado y se inocularon 1x10° trofozoitos

de una cepa virulenta de E. histolytica, finalmente se suturo la incision.

6.8 Obtencion de muestras.

Los animales de las diferentes condiciones recibieron la eutanasia mediante sobredosis
de pentobarbital sédico (Anestesal®) a una concentracion de 4.72 mg /100 g de peso. Los
animales fueron sangrados a blanco y el higado fue resecado en condiciones de asepsia.
Los 6rganos obtenidos se colocaron en PBS 1X estéril pH 7.2 para eliminar restos de
sangre. Después y casi de inmediato se obtuvieron los fragmentos necesarios del sitio
de lesidn y cercanos a ella. Los fragmentos recuperados fueron distribuidos vy
preservados dependiendo del andlisis al que serian sometidos: histologia e
inmunohistoquimica en formol y paraformaldehido al 10 y 4% respectivamente. Mientras
gue los fragmentos obtenidos para andlisis de proteina se colocaron en regulador de lisis
(Tris 0.05 M, NaCl 0.15 M, Triton X-1001% en PBS) con inhibidor de proteasas al 4X

(Complete®). Estas muestras fueron almacenadas a -70 °C hasta su uso.

6.9 Andlisis histoldgico.

Los fragmentos fijados fueron lavados con agua corriente y procesados en un tren de
deshidratacion, se incluyeron en parafina y se obtuvieron cortes histolégicos de 5 um de
espesor los cuales fueron tefiidos con hematoxilina y eosina (H&E) para su analisis en

microscopio 6ptico Nikon Eclipse 80i® Tokio, Japon.

6.10 Tincion Tricrémica de Masson.

Para el andlisis de los cambios en la sintesis de matriz extracelular durante el proceso
regenerativo; se realizaron tinciones de tricromica de Masson, para visualizar las fibras
de colageno tipo I. Cortes en blanco fueron desparafinados durante toda la noche a 58
°C. Se utiliz6 el kit Hycel® Cat. 64297 siguiendo las instrucciones del proveedor. Las
laminillas se montaron con resina sintética para su posterior analisis microscopico en el

microscopio éptico Nikon Eclipse 80i® Tokio, Japon.

6.11 Microscopia electronica de transmision (MET).

Las muestras de tejido se fijaron en glutaraldehido al 2.5% en amortiguador de cacodilato
de sodio pH 7.2 0.1 M durante 1 h, fueron post-fijados con tetradxido de osmio al 1% en
el mismo amortiguador, en agitacion por 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente las

muestras se deshidrataron con etanol en concentraciones crecientes (25, 50, 70, 90 y
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96%), alcohol absoluto y éxido de propileno. Fueron incluidas en resina epéxica durante
1 h y se polimerizo a 60 °C durante 48 h. Se obtuvieron cortes semifinos que se tifieron
con azul de toluidina y ultrafinos los cuales se contrastaron con acetato de uranilo y citrato
de plomo para finalmente ser examinados con el microscopio electronico de transmision
JEOL-JEM-1011.

6.12 Analisis bioinformatico.

El andlisis in silico de las proteinas de interés que se estudiaron en este trabajo, consistié
en identificar las secuencias de las proteinas Shh, Ptc, Smo, Gli, a través del repositorio
UniPROT para el modelo experimental de hamster (Mesocricetus auratus) y las
conocidas en el humano (Homo sapiens). Se utilizaron las secuencias de los
inmundégenos correspondientes a los anticuerpos de la casa comercial (Santa Cruz
Biotechnology®) que fueron utilizados en este trabajo. Posteriormente, se realizé un
analisis de alineamiento de secuencias a través de las herramientas BLAST y Clustal
Omega de los inmundgenos contra las proteinas identificadas, obteniendo los
porcentajes de identidad, gaps y E-Value. Ademas, en la base de datos AmoebaDB
(https://amoebadb.org/amoeba/app), se realiz6 la busqueda de posibles proteinas

candidatas que pudieran generar una reaccion positiva cruzada contra los anticuerpos.

6.13 Extraccién de proteinas.

Los fragmentos recuperados fueron disgregados en regulador de lisis (Tris 0.05 M, NaCl
0.15 M, Tritén X-100 1% en PBS) con inhibidor de proteasas. Se recuperaron 20 pl del
sobrenadante para cuantificar las muestras por el método del Acido Bicinconinico (BCA)
Thermo Scientific®, el resto de extracto se almacend en alicuotas de 100 pl a -70 °C.

Para realizar la cuantificacion de proteina primero se realiz6 una curva de calibracién con
albumina sérica bovina (BSA). La curva de calibracion se prepar6 con agua tridestilada,
BSA a diferentes concentraciones (5-45 pg/ul) y reactivo de trabajo (BCA + CuSOasal 4%),

cada concentracién se analizé por triplicado.

Para la lectura de las muestras se colocaron 100 pl de agua, 1 pl de muestra'y 100 ul de
BCA. Una vez cargada la placa se coloco en agitacion por 30 s y posteriormente se
almacen6 a 37 °C por 30 min. Posteriormente se realiz6 la lectura a 540 nm en el
espectrofotometro Epoch BioTek Instruments®. Las muestras fueron ajustadas a una

concentracion de 30 pg de proteina para cada condicion.
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Las muestras fueron preparadas en el siguiente orden: Agua tridestilada, muestra y buffer
de muestra 4X. Una vez preparadas las muestras, éstas se colocaron en agua hirviendo
por 5 min, y se separaron en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12% a 100 volts
durante 2 h, unos geles se tifieron con azul de Coomassie para el analisis del patron de
proteinas y otros fueron transferidos a membrana de nitrocelulosa para su andlisis

mediante la técnica de western blot.

6.14 Analisis de proteinas por Western blot.

Los geles de poliacrilamida no tefidos fueron electrotransferidos a membranas de
Nitrocelulosa (Bio-Rad®) a 250 mA durante 2 h en bafio de hielo. Las membranas se
bloquearon con solucién de blogueo EveryBlot Blocking Buffer (Biorad® cat. 12010020)
por 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente las membranas fueron embebidas en
3 ml de solucion de bloqueo con anticuerpo primario en la dilucidon adecuada para cada
uno: (Shh IgGa cat. sc-365112 1:100, Ptc 1gGza cat. sc-293416 1:200, Smo 1gGeza cat. sc-
166685 1:100, Gli IgG1 cat. sc-515781 1:200, a-SMA 1gGa1 cat. sc-53142 1:200 y B-actina
IgG1 cat. sc-517582 1:1000 Santa Cruz Biotechnology®), se incubaron durante toda la
noche a 4 °C en agitacion constante. Al dia siguiente, las membranas fueron lavadas con
TBS-tween20 1X para eliminar el exceso de anticuerpo y posteriormente se incubaron
con anticuerpo secundario peroxidado (m-lgG1 cat. sc-525408 1:1000 y m-lgG2a cat. sc
5427311:1000 Santa Cruz Biotechnology®) durante 2 h a temperatura ambiente,
posteriormente las membranas fueron lavadas nuevamente con TBS-tween20 1X. El
revelado de las membranas se realiz6 con Luminol (Santa Cruz® sc-2048) en el equipo
Vilber Newton 7.0® Las bandas obtenidas fueron sometidas a un andlisis de densidad
Optica utilizando el programa ImageJ® y los datos obtenidos se graficaron empleando
GraphPad® 8.0.1 determinando las diferencias con significancia estadistica para cada

proteina segun la condicion evaluada.

6.15 Inmunohistoquimica.
A partir del analisis histologico en las tinciones con H&E se seleccionaron las muestras
mas representativas del proceso de regeneraciéon para la identificacion de las moléculas

Shh, Ptc y Gli, que forman parte de la via de sefializacion.
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Los cortes histolégicos se desparafinaron a 58 °C durante toda la noche, posteriormente
el tejido fue hidratado en un tren de solvente organico y alcoholes en concentraciones
decrecientes (xilol I, xilol I, xilol 1ll, alcohol 99.5% I, 99.5% II, 99% I, 99% II, 80%).

Para la recuperacion antigénica, los cortes fueron sumergidos en amortiguador de citratos
al 0.01% pH 6.0 y se colocaron en la autoclave por 20 min a 121 °C y 15 Ib de presion.
Después se realizaron 3 lavados con PBS 1X cada uno de 5 min. Para evitar fondo en la
reaccion de revelado se realiz6 el bloqueo de la peroxidasa enddgena colocando los
cortes en una mezcla de etanol-peroxido de hidrégeno al 3% durante 1 h, seguido de 3
lavados con PBS 1X por 5 min. Para el bloqueo de sitios inespecificos de reconocimiento
de los anticuerpos se realiz6 el bloqueo con leche descremada al 10% en PBS 1X durante
1 h a temperatura ambiente. Una vez bloqueadas las muestras se realizaron 3 lavados
de 5 min con PBS 1X para eliminar el excedente de leche. Se colocé el anticuerpo
primario (Shh IgGa cat. sc-365112 1:50, Ptc IgG2a cat. sc-293416 1:50 y Gli IgG1 cat. sc-
515781 1:50 Santa Cruz Biotechnology®) para las moléculas de interés: Shh, Ptc y Gl
cada uno diluido con PBS-SFB al 3%, se incubaron toda la noche a 4 °C en camara
hameda. Al dia siguiente se realizaron 3 lavados con PBS 1X por 5 min cada uno para
eliminar el excedente del anticuerpo primario y se coloco el anticuerpo secundario
conjugado con peroxidasa de rabano (m-IgG: cat. sc-525408 1:100 y m-IgGza cat. sc
5427311:100 Santa Cruz Biotechnology®) durante 2 h a temperatura ambiente.
Posteriormente las muestras fueron lavadas nuevamente con PBS 1X, se agreg6 una
mezcla de peroxido de hidrogeno y diaminobenzidina en dilucién 1:10, manteniendo la
reaccion protegida de la luz hasta observar la marca (color café) sobre el tejido y se contra
tiieron con hematoxilina. Por dltimo, las laminillas fueron deshidratadas sometiéndolas a
concentraciones crecientes de alcohol (85%, 90%, 99%, 100% I, 100% I, xilol I, xilol 1l y
xilol 1ll) y montadas en resina sintética para su observacion en el microscopio 6ptico,
cuantificacion de células positivas a la marca en el programa QuPath® y su posterior

andlisis estadistico en el programa GraphPad Prism® 8.0.1

6.16 Analisis estadistico.
Se realiz6 utilizando el software GraphPad Prism® 8.0.1 para Windows. Todos los datos
se expresan como valores medios + error estandar de la media (SEM). La estadistica se

determind mediante analisis de ANOVA unidireccional y prueba de comparaciones
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multiples de Bonferroni y Dunett. Se realiz6 la comparacion de los resultados de los

tratamientos contra el control sano. Se acepto significancia al 95%.
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VII.-RESULTADOS.

7.1 Estandarizacion de lesion.

En el presente proyecto la determinacion de la capacidad de la amiba para producir dafio
fue muy importante, asi que, se realizaron inicialmente ensayos de virulencia en 10
hamsteres inoculados con 1x10°8 de trofozoitos de E. histolytica via intrahepéatica en el
|6bulo izquierdo del 6érgano. La lesion se dejo evolucionar 7 dias obteniendo lesiones en
promedio del 47%, lo que nos indic6 una buena capacidad de virulencia del parasito
(Figura 12 A y B). Una vez determinada la virulencia de la cepa, se realizo la
estandarizacion de la lesién inoculando un grupo de 10 animales, esta lesion se dejé
evolucionar durante 3 dias, obteniendo lesiones de 25% de dafio hepatico en promedio,
porcentaje 6ptimo para su tratamiento con metronidazol (Figura 12 Cy D).

Cara diafragmatica Cara visceral

A)

7 dias de evolucion

- -

3 dias de evolucion

Figura12. Pruebade virulencia. Lesion blanquecina grumosa, que se visualiza en ambas caras
del I6bulo izquierdo panel A y B, ocupando un 47 % del peso total del 6rgano. Estandarizacién
de la lesion 3 dias de evolucion. Lesion blanquecina grumosa que se visualiza por ambas caras
del I6bulo izquierdo C y D, ocupando un 25% del peso total del érgano.
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7.2 Andlisis macroscopico.

Una vez obtenido el porcentaje ideal de lesion, se conformaron 2 grupos de animales
(Metronidazol y Amibas) para evaluar la evolucién del dafio a diferentes tiempos,
correspondientes a dosis 1, 3, 4, 6 y 7 de metronidazol. Cada dosis de estudio estuvo
conformada por 6 animales. Se observo una evolucion creciente y progresiva de la lesion
en el caso del grupo de amibas, todas correspondientes a las caracteristicas
macroscopicas de la formacion del AHA (lesién granulomatosa de color blanquecino y
consistencia grumosa que se visualiza por ambas caras del 6rgano) (Figura 13 A). Por
otra parte, en el grupo de animales tratados con metronidazol observamos la disminucién
del porcentaje de lesién hasta su eliminacion conforme a las dosis de metronidazol
administradas (Figura 13 B). Estos resultados permitieron elegir las dosis mas
representativas para evaluar la via de sefializacion, de las cuales se eligieron D3 y D6

para los subsecuentes estudios.

A) D1: 4 dias D3: 8 dias D4: 10 dias D6: 14 dias D7: 16 dias

Cara diafragmatica

Cara visceral

35% 45% 50% 68% 74%

B‘ D1: 4 dias D3: 8 dias D4: 10 dias D6: 14 dias D7: 16 dias

Cara diafragmatica

Cara visceral

40% 26% 15% 0% 0%

Figura 13. Desarrollo del AHA. A) La lesion se dej6 evolucionar hasta los 16 dias en donde
observamos lesiones caracteristicas del AHA. B) Curacion del AHA mediante la administracion
de metronidazol. Observamos la involucién de las lesiones mediante la administracion de
metronidazol, se observaron lesiones amarillentas caracteristicas del proceso de regeneracion
hepatica con restos de fibrina hasta la posterior desaparicion de estas lesiones.
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7.3 Andlisis macroscépico de los grupos tratados con ciclopamina y metronidazol.
Para los grupos evaluados con metronidazol y ciclopamina se eligieron Unicamente las
dosis 3 y 6 como se mencion6 anteriormente, ya que en estas dosis se han observado

cambios importantes del proceso de regeneracion.

Para los grupos con metronidazol (Me, AmMe, AmMeCp) el farmaco comenzé a
administrarse 4 dias posteriores a la inoculacion del parasito a una dosis de 5 mg/100 g
de peso del animal cada tercer dia; mientras que para los grupos con ciclopamina (AmCp
y AmMeCp), ésta se administrdo una dosis diaria de 1 mg/100 g de peso del animal.
Conforme se cumplia el esquema de tratamiento se realizaron los sacrificios
correspondientes, disecando el higado completamente para observar los cambios
macroscopicos de cada tratamiento.

Para el caso de los higados control, en ambas dosis (D3 y D6), observamos un érgano
con caracteristicas normales en todos los l6bulos, tamafio, color y consistencia (Figura
14 y 15). El andlisis macroscopico de los higados obtenidos de D3, en el grupo Am, se
desarrollaron lesiones del 46% en promedio, de consistencia grumosa Yy color
blanquecino, caracteristicas del proceso de infeccidn activa. Para el grupo de AmCp el
promedio de las lesiones fue del 62% del peso total del érgano, de consistencia grumosa
y color blanquecino. En el grupo AmMe se obtuvieron lesiones del 26% en promedio, de
consistencia grumosa y color amarillento, caracteristico de la accion del metronidazol,
acompafiada de pequefias zonas con fibrina indicio del proceso de regeneracion,
mientras que en el grupo AmMeCp obtuvimos lesiones del 40% del total del 6rgano
(Figura 14). Ademas, se realiz6 el andlisis estadistico de las lesiones con lo que se
determind la existencia de diferencias estadisticamente significativas entre los

tratamientos (Grafica 1).

El anélisis macroscopico para D6 mostro resultados similares a los obtenidos en D3. Las
lesiones obtenidas para el grupo de Am fueron del 67% del peso total érgano; estas
lesiones abarcaban el total del lI6bulo izquierdo y el I6bulo medio, asi como un ligero
porcentaje del I6bulo derecho, estas lesiones fueron de color blanquecino y consistencia
grumosa. En el grupo de AmCp se desarrollaron lesiones del 81% en promedio, de
consistencia grumosa y color blanquecino con hepatomegalia, ademas el érgano

presento hepatomegalia. EI grupo AmMe las lesiones ya no fueron cuantificables,
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Gnicamente se observo un puntilleo de color amarillento caracteristico de la accion del
metronidazol, asi como zonas aledafias con presencia de fibrina, mientras que el grupo
AmMeCp se desarrollaron lesiones del 7% en promedio, de color blanquecino y
consistencia grumosa (Figura 15). Se realizé el analisis estadistico del peso de las
lesiones para cada grupo estudiado, y se observaron diferencias estadisticamente

significativas (Grafica 2).

CONTROLES TRATAMIENTOS
Cara diafragmatica Cara visceral Cara diafragmatica Cara visceral
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Figura 14. Datos macroscopicos D3. Se presentan todas las condiciones (controles y
tratamientos). Los controles mostraron un aspecto normal en todas las condiciones, mientras que
los tratamientos mostraron una diferencia macroscépica importante en cuanto al tamafio de la
lesion.
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Porcentaje de lesi6on (%)

Am AmCp Am Me Am MeCp

p <0.05

Grafica 1. Porcentaje de lesién de D3. El peso de las lesiones obtenidas se comparé estadisticamente
mediante comparacion multiple con prueba de Bonferroni, se acepto significancia del 95%.
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Figura 15. Datos macroscéopicos D6. Se presentan todas las condiciones (controles y
tratamientos). Los controles maostraron un aspecto normal en todas las condiciones, mientras que
los tratamientos mostraron una diferencia macroscépica importante en cuanto al tamafo de la
lesion.
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p< 0.05

Gréfica 2. Porcentaje de lesion de D6. El peso de las lesiones obtenidas se comparé
estadisticamente mediante comparacion mdaltiple con prueba de Bonferroni, se acept6
significancia del 95%.
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7.4 Andlisis histoldgico.

Una vez realizado el analisis macroscopico, se seleccionaron las muestras mas
representativas de todas las condiciones para su procesamiento histolégico. En las
muestras control, pudimos observar laminas de hepatocitos, venas centrales y triadas

portales correspondientes a un parénquima hepatico normal (Figura 16).

Histologias: Controles D3 y D6

Sano Me

D3
\

D6

Figura 16. Andlisis histolégico de animales control D3 y D6. Parénquima hepético de
apariencia normal en todas las condiciones evaluadas se observan cordones de hepatocitos
sanos (He) alrededor de las venas centrales (Vc).

Para la D3 correspondiente a 8 dias de evolucion (Figura 17); en el grupo Am A), se
observd la formacién de granulomas clasicos con centros necréticos y presencia de
trofozoitos, rodeados por focos inflamatorios localizados en todo el parénquima hepético.
En el grupo AmCp B), observamos granulomas de mayor tamafio (por la fusion de estos),
grandes areas de necrosis, presencia de trofozoitos en el centro de las lesiones y una
respuesta inflamatoria mas generalizada a lo largo del parénquima hepatico. En el grupo
de AmMe C) observamos la presencia de hepatocitos de neoformacioén y algunas células
espumosas, evidente disminucion en el tamafio de los granulomas, respuesta
inflamatoria focalizada y trofozoitos no abundantes. En el grupo AmMeCp D),
observamos granulomas de gran tamafo, extensas areas de necrosis, respuesta
inflamatoria generalizada a lo largo del parénquima hepatico y la presencia de algunos

hepatocitos de neoformacion presentes.
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En cuanto a la D6 correspondiente a 15 dias de evolucion (Figura 17); en el grupo de Am
E), se observé la fusion de granulomas, lo que genera un area muy extensa de dafio con
grandes zonas necroticas y presencia de abundantes trofozoitos. En el grupo AmCp F)
observamos una respuesta inflamatoria mas generalizada en todo el parénquima, fusion
de granulomas, &reas extensas de necrosis y presencia de trofozoitos. En el grupo AmMe
G) observamos un parénquima hepatico aparentemente normal, una pequefia cantidad
de hepatocitos de neoformacion, sin células espumosas y pequefios focos de inflamacion
en algunas areas del parénquima hepético. Mientras que para grupo AmMeCp H)
observamos multiples granulomas, areas de necrosis, respuesta inflamatoria dispersa a
través de todo el parénquima hepéatico, presencia de trofozoitos y algunas células

espumosas y hepatocitos de neoformacion.

Am AmCp AmMe AmMeCp

D3

D6

Figura 17. Cambios histolégicos durante el proceso regenerativo D3y D6. A) Formacion de
granulomas (Gr) con presencia de trofozoitos (Flechas), se observan granulomas con centros
necréticos (Ne). B) Zonas extensas de necrosis (Ne), fusiébn de granulomas (Gr) y respuesta
inflamatoria generalizada (RI). C) Disminucién del tamafio de los granulomas (Gr), areas de
necrosis y pequefios focos de inflamacién (FI), aparicion de hepatocitos de neoformacion (HN).
D) Multiples granulomas (Gr), &reas extensas de necrosis y respuesta inflamatoria generalizada
(RI), con una disminucién en el nimero de hepatocitos de neoformacién (HN). Cambios
histolégicos durante el proceso regenerativo D6. E) Se observan granulomas (Gr) y centros
necroticos extensos (Ne), hay un aumento en la respuesta inflamatoria (RI). F) Zonas extensas
de necrosis (Ne), fusién de granulomas (Gr) y respuesta inflamatoria dispersa (RI) exacerbada.
G) Parénquima hepético de apariencia normal, disminucién de hepatocitos de neoformacion (HN)
y focos inflamatorios (Fl). D) Mdltiples granulomas (Gr), areas extensas de necrosis y respuesta
inflamatoria generalizada (RI), con una disminucion en el niUmero de hepatocitos de neoformacion
(HN).
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7.5 Produccion de coldgeno de tipo 1.

Una de las caracteristicas importantes del proceso de regeneracion es la remodelacion
de la matriz extracelular, ya que de ello depende que Optimo pueda ser este proceso. A
medida que la lesidbn hepatica progresa la produccion de coldgeno anormal (con
organizacion irregular) aumenta lo que causa la pérdida progresiva de la funcion normal
del 6érgano. En el grupo Am D3 y D6 observamos la distribucion irregular de fibras de
colageno que rodean a los granulomas Ay E). La administracion de ciclopamina produce
un aumento en zonas liticas y la induccion de produccion de matriz extracelular, lo que
se observa como formacién anormalmente abundante de fibras de colageno alrededor
de los granulomas B, D, F y H). Mientras que en el caso de los grupos tratados con
metronidazol para D3 las fibras de colageno disminuyen en cantidad e intensidad C) y
para D6 observamos un parénquima hepatico de apariencia normal con presencia de

algunas fibras alrededor de algunos vasos G) (Figura 18).

Figura 18. Identificacion de fibras de coladgeno tipo |, D3y D6. Se observé un aumento irregular en la
distribucion de colagena de tipo | en el parénquima hepético (flecha blanca) de los grupos tratados con
ciclopamina para ambas dosis B, D, Fy H). En el caso del grupo de Am se observaron fibras de colageno
organizadas que rodean los granulomas A y E). El grupo de AmMe para ambas dosis observamos una
disminucién en la formacion de estas fibras C y G).
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7.6 Cambios ultraestructurales.

El analisis ultraestructural del higado se realiz6 mediante MET. Las muestras control
mostraron un parénquima hepatico de apariencia normal, presencia de hepatocitos
viables, con nucleos grandes y esféricos que ocupan un lugar central en la célula y un
citoplasma rico en organelos como reticulo endoplasmico rugoso y liso, mitocondrias,
aparato de Golgi, lisosomas y peroxisomas (Figura 19). Sin embargo, en el grupo de Am
observamos la presencia de hepatocitos dafiados y un aumento en la presencia de
células de tipo inflamatorio y asi como algunas fibras de coldgeno Ay E), para los grupos
tratados con ciclopamina observamos un aumento de zonas liticas, presencia de células
de tipo inflamatorio con infiltrados multivesiculares lo que podria estar asociado a un
mayor dafio, ademas observamos un aumento en la presencia de fibras de colageno
acompafiada por la presencia de células de tipo fibroblastico B, D, F y H). El grupo de
AmMe de D3 observamos una disminucion en la aparicion de células de tipo inflamatorio
y un mayor numero de hepatocitos viables C), mientras que el grupo AmMe de D6
observamos un parénquima hepatico de apariencia normal con un mayor nimero de
hepatocitos viables y una disminucién drastica de células de tipo inflamatorio G) (Figura
20). Sano

Figura 19. Anélisis ultraestructural de controles. Observamos -caracteristicas
ultraestructurales normales de los grupos control.
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Figura 20. Andlisis ultraestructural de tratamientos.
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7.7 Andlisis bioinformético.

A través del repositorio central de secuencias de proteinas UniPROT, se obtuvieron las
secuencias de proteinas de interés en los organismos M. auratus y H. sapiens,
correspondientes al modelo experimental de hamster y a las proteinas conocidas en el
humano. Los resultados de la busqueda se muestran en la tabla 1, en donde se
identificaron a las proteinas Shh, Ptc, Smo y Gli, con el numero de acceso
correspondiente a la registrada en el proteoma de la base de datos.

Tabla 1. NUmeros de acceso registrado en UniPROT para M. auratus y H. sapiens
correspondiente a las proteinas de interés.

NUumero de acceso UniPROT

Proteinas :
M. auratus H. sapiens
Sonic hedgehog (Shh) AOA1U7R2A8_MESAU Q15465 SHH_HUMAN
Patched (Ptc) AOA1U7QGIO_MESAU Q13635 PTC1_HUMAN
Smoothened (Smo) AOA3QOD3R8_MESAU Q99835 SMO_HUMAN
Glioma (Gli) AOA3Q0D683 MESAU P08151 GLI1_HUMAN

Se identificaron las secuencias inmundgenas de los anticuerpos SHH (E-1):sc-365112,
Patched (3B3): sc-293416, Smo (E-5): sc-166685, GLI-1 (A-7): sc-515781 de Santa Cruz
Biotechnology como se observa en la tabla 2, las cuales se utilizaron para realizar el
analisis de alineamiento de secuencias, contra las proteinas de interés e isoformas, datos
mostrados en la tabla 3. Los porcentajes de identidad se encuentran entre el 82 y 100%,
con un valor Expect (E-value) cercano a cero, lo cual indica que las secuencias

comparadas estan relacionadas (Figura 21).
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Tabla 2. Anticuerpos comerciales e inmunogenos de Santa Cruz Biotechnology.

Anticuerpo comercial Secuencia del inmunégeno
SHH (E-1):sc-365112 GPGRGFGKRRHPKKLTPLAYKQFIPNVAEKTLG
Patched (3B3): sc-293416 HETQITMQSTVQLRTEYDPHTHVYYTTAEPRSEIS

VQPVTVTQDTLSCQSPESTSSTRDLLSQFSDSSL
HCLEPPCTKWTLSSFAEKHYAPFLLKPKAKV
Smo (E-5): sc-166685 VLCQANVTIGLPTKQPIPDCEIKNRPSLLVEKINLF
AMFGTGIAMSTWVWTKATLLIWRRTWCRLTGQS
DDEPKRIKKSKMIAKAFSKRHELLQNPGQELSFS
MHTVSHDGPVAGLAFDLNEPSADVSSAWAQHVT
KMVARRGAILPQDISVTPVATPVPPEEQANLWLV
EAEEISPELQKRLGRKKKRRKRKKEVCPLAPPPE
LHPPAPAPSTIPRLPQLPRQKCLVAAGAWGAGDS
CRQGAWTLVSNPFCPEPSPPQDPFLPSAPAPVA
WAHGRRQGLGPIHSRTNLMDTELMDADSDF
GLI-1 (A-7): sc-515781 VAILDEPQGLSPPPSHDQRGSSGHTPPPSGPPN
MAVGNMSVLLRSLPGETEFLNSSA

Tabla 3. Valor expect y porcentajes de términos de BLAST para los alineamientos de
inmundégenos y proteinas de interés en M. auratus.

Proteina  Secuencia ID Identidad (%) Positivos (%) Gaps (%) E-value

Shh XP_005084256.1 100 100 0 6et’
Ptc XP_040612068.1 98 98 0 9e6?
XP_040612069.1 98 98 0 le®t
XP_040612070.1 98 90 0 le®t
Smo XP_040584541.1 90.76 93 3 0
XP_040584540.1 90.76 93 3 0
Gli XP_040610683.1 82.14 89 0 2e22
XP_040610684.1 82.14 89 0 2e22
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Shh XP_005084256.1 GPGRGFGKRRHPKKLTPLAYKQFIPNVAEKTLG
Inmunégeno GPGRGFGKRRHPKKLTPLAYKQFIPNVAEKTLG

3 3K K K K K K kK X K K K K kK K K kK K K K K K K K kK XK K kK XK XK XK K XK

Ptc XP_040612069.1 HETHITMQSTVQLRTEYDPHTHVYYTTAEPRSEISVQPVTVAQDTLSCQSPESTSSTRDL
XP_040612068.1 HETHITMQSTVQLRTEYDPHTHVYYTTAEPRSEISVQPVTVAQDTLSCQSPESTSSTRDL
XP_040612070.1 HETHITMQSTVQLRTEYDPHTHVYYTTAEPRSEISVQPVTVAQDTLSCQSPESTSSTRDL
Inmunégeno HETQITMQSTVQLRTEYDPHTHVYYTTAEPRSEISVQPVTVTQDTLSCQSPESTSSTRDL

HEK o RKEEKEKEKEEKEKEEKEEREEK KKK KK KK KR KR KEEKEKEREKEKEREEK o KEREEKEKEKEKERKREKK KKK RERXK

LSQFSDSSLHCLEPPCTKWTLSS FAEKHYAPFLLKPKAKV
LSQFSDSSLHCLEPPCTKWTLSS FAEKHYAPFLLKPKAKV
LSQFSDSSLHCLEPPCTKWTLSS FAEKHYAPFLLKPKAKV
LSQFSDSSLHCLEPPCTKWTLSS FAEKHYAPFLLKPKAKV

3K 3K 3K 3K K K K K K K K R K K KK KK R K K KK K K 3K K KK KK K KR KR R OK R K

Smo XP_040584541.1 VLCQANVTIGLPTKKPIPDCEIKNRPSLLVEKINLFAMFGTGIAMSTWVWTKATLLIWRR
XP_040584540.1 VLCQANVTIGLPTKKPIPDCEIKNRPSLLVEKINLFAMFGTGIAMSTWVWTKATLLIWRR
Inmunoégeno VLCQANVTIGLPTKQPIPDCEIKNRPSLLVEKINLFAMFGTGIAMSTWVWTKATLLIWRR

3K 3K 3K K K K K K K K R K K K o 3K 3K K K K K 3K K K 3K K K K K K K K K K K K K K K K K KK K K K K KOK 3K K K K K OK K K K K K

TWCRLTGQSDDEPKRIKKSKMIAKAFSKRRELLQNPGQELSFSMHTVSH DGPVAGLAFDL
TWCRLTGQSDDEPKRIKKSKMIAKAFSKRRELLQNPGQELSFSMHTVSH DGPVAGLAFDL
TWCRLTGQSDDEPKRIKKSKMIAKAFSKRHELLQNPGQELSFSMHTVSH DGPVAGLAFDL

3K 3K 3 K 3K 3K ok 3 K K K K K K K K K K K K K K K K KK K K K o 3K K K K K K K K K K K R K RO K K OR KK RO R R K Kk kK

NEPSADVSSAWAQHVTKMVARRGAILPQDVSVTPVATPVPPEEQANLWLVEA-EISPELE
NEPSADVSSAWAQHVTKMVARRGAILPQDVSVTPVATPVPPEEQANLWLVEA-EISPELE
NEPSADVSSAWAQHVTKMVARRGAILPQDISVTPVATPVPPEEQANLWLVEAEEISPELQ

HREEEREEKRE R R E R KRB R KKK ERERK « KRR ERKKR KRR R KRR R R KRR KRR KK,

KRLGRKKKRRKRKKEVCPLTPGPELHQPTPVPATSAVPRLPQLPRHKCLVAANAWGTGES
KRLGRKKKRRKRKKEVCPLTPGPELHQPTPVPATSAVPRLPQLPRHKCLVAANAWGTGES
KRLGRKKKRRKRKKEVCPLAPPPELHPPAPAP - -STIPRLPQLPRQKCLVAAGAWGAGDS

RKEEKEKEKEEERRKEKKEREKEREKRKKKRK o K XXkXX X.X%X X e e KEEEKEREK KK KKEX XXX, X.%

CRQGAWTLVSNPFCPEPSPQQDPFLPSASAPRVWAQGRLQGLGSIHSRTNLMEAELLDAD
CRQGAWTLVSNPFCPEPSPQQDPFLPSASAPRVWAQGRLQGLGSIHSRTNLMEAELLDAD
CRQGAWTLVSNPFCPEPSPPQDPFLPSAPAPVAWAHGRRQGLGPIHSRTNLMDTELMDAD

EKEEERERERRKRKEKERRKERRKRKEREKER XRXKXKXKXKXKXX XX KK KK KEKEKER RKREEREKEKEK, « KX, KXX

SDF
SDF
SDF

* KX

Gli XP_040610683.1  VAILDEAQGLSPPPTHEQGDSSKNTPPPSGTPN MAVGNMSVLLGSLPGETQFLNSSV
XP_040610684.1  VAILDEAQGLSPPPTHEQGDSSKNTPPPSGTPN MAVGNMSVLLGSLPGETQFLNSSV
Inmunégeno VAILDEPQGLSPPPSHDQRGSSGHTPPPSGPPN MAVGNMSVLLRSLPGETEFLNSSA

sokokkokok kokskokdokok sk ek ok cokokokokalok ok sokokskokskokokokok sk skokokokok . dkokokok ok

Figura 21. Alineamientos entre inmundgenos y proteinas de interés analizadas por
Clustal Omega. *, residuos idénticos; :, residuos conservados; -, gap.

Las secuencias de inmundgenos se analizaron en las bases de datos Protein BLAST y
AmoebaDB realizando una busqueda de posibles proteinas homodlogas en E. histolytica.
Sin embargo, no se encontré ninguna similitud significativa para homélogos en Protein
BLAST.



En AmoebaDB solo se identificaron las secuencias con valores de Expect superiores a
1.5 como se observa en la tabla 4, los cuales son considerados como valores altos y
sugieren que la similitud entre las secuencias analizadas podrian ser alineamientos al

azar, sin coincidencia significativa, lo que indica que son diferentes.

Tabla 4. Valores expect de alineamientos entre inmundogenos de las proteinas de interés y
proteinas candidatas de E. histolytica HM-1 IMSS en AmoebaDB.

Proteina Secuencia ID AmoebaDB E value de alineamiento
Shh EHI_030130 1.6
Ptc EHI_059670 9.8
Smo EHI_103410 2.4
Gli EHI_072050 1.7
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7.8 Analisis de proteina.

7.8.1 Patrones de proteina.

Las muestras obtenidas fueron analizadas mediante un corrimiento electroforético en
geles de poliacrilamida al 12%, en donde se obtuvieron patrones de proteina de las
muestras evaluadas en D3 y D6 con la finalidad de comprobar la integridad de los
extractos antes de ser transferidos y analizados por western blot. Estos patrones

mostraron un patron diferencial entre las muestras control y los tratamientos (Figura 22).

Patron de proteina D3 Patron de proteina D6
MPM 1 2 3 4 5 6 7 8 MPM 1 2 3 4 5 6 7 8
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Figura 22. Patron de proteina. Muestras control (Sano, Me, Ve y Cp) correspondientes a los
carriles 1, 2, 3, y 4 y tratamientos (Am, AmCp, AmMe y AmMeCp) correspondientes a los carriles
5,6, 7y 8en D3y D6. Se observa una expresion diferencial de bandas entre los controles y
tratamientos, asi como en las dosis evaluadas.

7.8.2 Western blot.

Ante una lesion hepética de tipo mecanico o quimico la via de sefalizacién Hedgehog
suele reactivarse con la finalidad de recuperar el tejido perdido por el dafio con
regeneracion optima. Sin embargo, hasta el momento se desconoce si esta via logra
reactivarse en respuesta al dafio causado por un parasito como E. histolytica. Por lo tanto,
evaluamos si los componentes centrales de la via de sefializacion, como son: ligando
Shh, receptores Ptc- Smo y el factor de transcripcion Gli se encuentran expresados en
las diferentes condiciones de tratamiento y si esta expresion es afectada por la
administracion de ciclopamina. Se analizaron extractos proteicos de muestras control
(Sano, Me, Ve y Cp) y tratamientos (Am, AmCp, AmMe y AmMeCp) obtenidos en D3 y
D6.
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Los resultados mostraron que la expresion de los constituyentes de la via de sefializacion
aumenta a partir de D3 en respuesta al dafio provocado por el patdgeno (Am), mientras
que cuando se administra metronidazol, aunque la via sigue estando activada su
expresion es menor (Figura 23 A), ademas esta activacién incrementa conforme la
infeccion progresa (Figura 23 B). Adicionalmente, observamos que la actividad de esta
via se ve disminuida cuando se administra ciclopamina en ambas dosis evaluadas (figura
23).

A) Dosis 3 B) Dosis 6 5
5] a e @
s s s 2 §E 3 i s0s 5 &8 % %%
s [ = gy | | ~19 kpa Shh I — P — I ~19 kDa
Ple | e == ~=|~140kDa g P
smo [ — — | ~86kDa smo [= — e —— ] 28KDa
T -— W s o | ~118kDa ol T 118 kDe
B-ACTINA [ —— ——— VL B-ACTINA IH—— I ~45 kDa

Figura 23. Andlisis de western blot. A) Muestras D3. Observamos una expresion diferencial
en los grupos tratados Am y AmMe con respecto a la expresion basal de los controles, ademas
observamos una disminucion en la expresion de estas proteinas cuando se administra
ciclopamina. B) Muestras D6. Observamos una expresién diferencial en los grupos tratados Am
y AmMe con respecto a la expresion basal de los controles, ademas observamos una disminucién
en la expresion de estas proteinas cuando se administra ciclopamina. Se utilizé B-Actina como
control de carga.

El analisis de la densidad optica relativa (DOR) de cada molécula en las dos dosis
estudiadas mostrd que, en D3 las proteinas constituyentes de esta via de sefializacion
se expresan en el grupo Am y el grupo AmMe sin embrago, la expresion en el grupo
AmMe es menor a la que se presenta en el grupo de Am. Ademas, Smo receptor
responsable de la activacion rio debajo de la via presenta un aumento en su expresion a
diferencia del ligando y el receptor Ptc acompafiado por la expresion del factor de
transcripcion Gli que solo se encuentra presente cuando Smo presenta actividad.
Ademas, observamos que cuando se administra ciclopamina (inhibidor dirigido a Smo) la
expresion de estas moléculas disminuye de manera significativa, siendo Smo y Gli los
mas afectados por el inhibidor ya que alcanzan niveles basales cuando éste es

administrado (figura 24).
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Figura 24. Analisis estadistico D3 de DOR. A) Shh. La expresion del ligando de esta via se
observé en los grupos Am y AmMe, mientras que su expresion disminuyo cuando se administra
ciclopamina. B) Ptc. La expresién de este receptor se observa en los grupos Am y AmMe, sin
embargo, su expresion no alcanza los niveles basales cuando se inhibe la via de sefializacion.
C) Smo. Este receptor fundamental en la actividad de Hh se expresa en los grupos Am y AmMe,
sin embargo, su expresion alcanza el basal cuando se administra ciclopamina. D) Gli. La
expresion del factor de transcripcion se observa en los grupos Am y AmMe, mientras que cuando
se administra ciclopamina su expresion alcanza el basal. La estadistica se determindé mediante
analisis de ANOVA unidireccional y prueba de comparaciones multiples de Dunett. Se realiz6 la
comparacion de los resultados de los tratamientos contra el control sano. Se acepto significancia

al 95%.

En los resultados obtenidos para D6, observamos un comportamiento similar a lo
observado en D3, ya que las proteinas analizadas se expresan en el grupo Amy el grupo
AmMe y en este ultimo la activacion es menor que en el grupo de Am. En el caso de Smo
y Gli presentan un aumento en su expresion a diferencia del ligando y el receptor Ptc.

Las condiciones evaluadas con inhibidor mostraron una disminucién en su expresion,
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llegando a niveles casi basales por lo que no muestran diferencia significativa con el

control sano (figura 25).
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Figura 25. Analisis estadistico D6 de DOR. A) Shh. La expresion del ligando de esta via se
observo en los grupos Am y AmMe, mientras que su expresion disminuyo cuando se administra
ciclopamina. B) Ptc. La expresion de este receptor se observa en los grupos Am y AmMe, sin
embargo, su expresion no alcanza los niveles basales cuando se inhibe la via de sefializacion.
C) Smo. Este receptor fundamental en la actividad de Hh se expresa en los grupos Amy AmMe,
sin embargo, su expresién alcanza el basal cuando se administra ciclopamina. D) Gli. La
expresion del factor de transcripcion se observa en los grupos Am y AmMe, mientras que
cuando se administra ciclopamina su expresion alcanza el basal. La estadistica se determin6
mediante andlisis de ANOVA unidireccional y prueba de comparaciones multiples de Dunett.
Se realiz6 la comparaciéon de los resultados de los tratamientos contra el control sano. Se

acepto significancia al 95%.

En conjunto estos datos sugieren que la via de sefalizacion Hh juega un papel
fundamental durante el proceso de regeneracion hepatica y contencién de dafio en el
desarrollo y curacién del AHA, ya que al encontrase inhibida la via de sefializaciéon se
producen lesiones de mayor tamafio, se observa una respuesta inflamatoria generalizada
en el parénquima y la desorganizacion en la reparacion de la MEC lo cual podria estar
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estrechamente relacionado a la falta de actividad de esta via. Ademas, logramos observar
gue en D6 la respuesta de la via de sefalizacion en cuanto al receptor (Smo) y factor de
transcripcion (Gli) en el grupo Am aumenta en comparacion a la expresion en D3, lo que
podria atribuirse a que ante la falta del agente encargado de eliminar al trofozoito
(Metronidazol), la respuesta del organismo a nivel celular y molecular se exacerba con la
Unica finalidad de tratar de contener el dafio causado. Mientras que, cuando se administra
metronidazol, la expresion de la via de sefializacién disminuye con respecto al grupo de
Am, asociada a una respuesta Optima de esta via mientras el farmaco elimina a la amiba,
causando la reparacion optima del dafio, aunque a nivel macroscépico ya no se aprecia

una lesion, a nivel molecular la respuesta sigue activa.
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7.9 Inmunohistoquimica.

La via de sefializaciéon Hh generalmente se encuentra inactiva en el higado adulto sano,
sin embargo, ésta logra reactivarse cuando el higado sufre algun tipo de dafo. Posterior
a una hepatectomia parcial, se sabe que esta reactivacion es una respuesta organizada
de las células residentes lo que asegura una recuperacion integra y efectiva del érgano
82117 Ppor lo anterior, fue de interés identificar los tipos celulares involucrados en la
respuesta de la activacion de la via en este tipo de dafio. Se obtuvieron los controles de
anticuerpo en muestras de higado sano en donde el programa logro detectar sefal,
aunque ésta fuera muy débil se tomd como sefial positiva mientras que en los controles
negativos (Unicamente anticuerpo secundario) el programa no reconocié fondo o alguna
marca positiva (Figura 26).

Ptc
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Figura 26. Controles de inmunohistoquimica. Se muestran los controles de los anticuerpos
Shh, Ptc y Gli en fragmentos de higado sano. Se consideraron como controles negativos
muestras de higado sano Unicamente con anticuerpo secundario, en donde no observamos fondo
ni marca positiva.

El analisis inmunohistoquimico de D3 demostr6 una marca positiva (color café) en
hepatocitos cercanos a las lesiones granulomatosas en los todos los grupos analizados
Unicamente para Shh, Ptc y Gli. Observamos hepatocitos positivos a la marca en los
grupos de Am y AmMe, mientras que los grupos tratados con inhibidor mostraron una
disminucién en el porcentaje e intensidad de la marca. Ademas, se realizé la
cuantificacion del porcentaje de marca positiva para cada condicién, para Shh
observamos un 75% en el grupo Am, un 28% en el grupo AmCp, un 57% en el grupo
AmMe y un 21% en el caso de AmMeCp. En el caso de Ptc observamos un 76% en el
grupo de Am, un 32% en AmCp, un 61% en AmMe y un 26% en AmMeCp. Finalmente,
el analisis para Gli mostro un 65% en Am, un 22% en AmCp, un 55% en AmMe y un 16%
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en AmMeCp. El andlisis estadistico mostré diferencia significativa entre los grupos

tratados con respecto al control sano (Figura 27).
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Figura 27. Analisis inmunohistoquimico D3. Los hepatocitos son las principales células que
responden a la actividad de Hh en el desarrollo del AHA. Se determiné el porcentaje de células
positivas para cada condicién en el programa QuPath®, el andlisis estadistico mostro diferencia
significativa en los cuatro tratamientos con respecto al control. La estadistica se determiné
mediante analisis de ANOVA unidireccional y prueba de comparaciones multiples de Dunett. Se
acepto significancia al 95%.
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El analisis inmunohistoquimico de D6 demostr6 una marca positiva (color café) en
hepatocitos cercanos a las lesiones granulomatosas en los todos los grupos analizados
para Shh, Ptc y Gli. Observamos hepatocitos positivos a la marca en los grupos de Amy
AmMe, mientras que los grupos tratados con inhibidor mostraron una disminucion en el
porcentaje e intensidad de la marca. Ademas, se realizé la cuantificacion del porcentaje
de marca positiva para cada condicion, para Shh observamos un 72% en el grupo Am,
un 33% en el grupo AmCp, un 52% en el grupo AmMe y un 22% en el caso de AmMeCp.
En el caso de Ptc observamos un 75% en el grupo de Am, un 38% en AmCp, un 45% en
AmMe y un 25% en AmMeCp. Finalmente, el analisis para Gli mostré un 62% en Am, un
25% en AmCp, un 36% en AmMe y un 22% en AmMeCp. El analisis estadistico mostro

diferencia significativa entre los grupos tratados con respecto al control (Figura 28).

61



Sonic Hedgehog (Shh) Patched (Ptc) Glioma (Gli)

1004 bl 100 e 100

80 - ‘ 30

)
o
1

=]
=]
1

60—

=)
=]
1

-~
=]
1
IS
<
1

40

Celulas positivas (%)
Celulas positivas (%)
Celulas positivas (%)

~
(=]
1

20—+

5]
=
1

(=]
|
<
|

Sano Am AmCp AmMe AmMeCp Sano Am AmCp AmMe AmMeCp Sano Am AmCp AmMe AmMeCp
p=<0.05 p<0.05 p=<0.05

Figura 28. Analisis inmunohistoquimico D6. Los hepatocitos son las principales células que
responden a la actividad de Hh en el desarrollo del AHA. Se determiné el porcentaje de células
positivas para cada condicién en el programa QuPath®, el andlisis estadistico mostro diferencia
significativa en los cuatro tratamientos con respecto al control. La estadistica se determind
mediante analisis de ANOVA unidireccional y prueba de comparaciones multiples de Dunett. Se
acepto significancia al 95%.
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VIIl.- DISCUSION.
El absceso hepatico amibiano (AHA) es la manifestacion extraintestinal mas comuan de la
amibiasis invasiva en el humano y es causado por el parasito protozoario Entamoeba
histolytica. EI AHA se caracteriza por ser una lesion localizada mas comunmente en el
|6bulo derecho del higado formado por material liquido liquido espeso e inodoro marrén
amarillento 4%. El tratamiento mas comun hasta ahora es el metronidazol 28, que elimina
la amiba; si se administra oportuna y adecuadamente, la mayoria de las personas se
recuperan completamente, de no ser asi esta enfermedad puede ser potencialmente

mortal.

El estudio experimental de esta enfermedad se ha realizado en diversos modelos
animales como ratones, jerbos y hamsteres “6. Estos modelos han permitido determinar
diversas caracteristicas macroscopicas, histopatolégicas y moleculares presentes
durante el desarrollo del AHA experimental. Las lesiones descritas en los hamsteres
macroscopicamente son de apariencia grumosa y blanquecina, en su mayoria localizadas
en el I6bulo izquierdo (cuando se realiza una inoculacién intrahepatica de los trofozoitos)
0 pueden encontrarse dispersas en todo el érgano (cuando la inoculacién se realiza por

via portal)*®.

Por otra parte, se ha descrito mediante el andlisis histopatolégico que, en etapas
tempranas de la infeccion, la presencia de infiltrado inflamatorio se encuentra constituido
principalmente por polimorfonucleares y macréfagos; conforme la lesion progresa se
desarrollan lesiones granulomatosas acompafadas por zonas extensas de necrosis y
respuesta inflamatoria exacerbada 1. Sin embargo, hasta el momento se conoce que el
dafio provocado al tejido hepatico no esta directamente relacionado con los mecanismos
amibianos, en este sentido, se ha proporcionado evidencia de que, en las fases aguda y
cronica, el dafo al tejido del huésped es causado por la respuesta inmunitaria, la cual
contribuye a la patogénesis del AHA debido a la excrecion de enzimas contenidas en las

células inflamatorias que son lisadas por los trofozoitos 1139,

Este padecimiento implica una respuesta compleja del sistema inmunologico y diversas
vias de sefalizacion que no se han descrito. Estas vias de sefalizacion forman parte de
una red compleja de respuestas inmunitarias e inflamatorias destinadas a eliminar la

infeccion y promover la reparacion del tejido dafiado en el higado %0, La respuesta a la
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infeccion es rapida y compleja, con una mayor expresion de genes vinculados a la
defensa del huésped mediante diversas citocinas implicadas en la respuesta inflamatoria
y la atraccion de células inmunitarias al sitio de infeccion, interferones encargados de la

modulacién inmunitaria, asi como genes asociados a la apoptosis y regeneracion 41,

La regeneracion hepatica es un fenomeno sorprendente que caracteriza al higado y le
otorga una notable capacidad para recuperarse después de lesiones o dafios. A
diferencia de muchos otros 6rganos, el higado puede regenerarse completamente,
restaurando su estructura y funcién original 848142 Este proceso esta regulado por
diversas sefales moleculares y vias de sefalizacion. Entre ellas, la via de sefalizacion
del factor de crecimiento similar a la insulina (IGF), la via de sefalizacion del factor de
crecimiento hepatico (HGF) 8993, adicionalmente, se han descrito otras vias como: via
Notch, encargada de la transcripcion de genes involucrados en proliferacion,
diferenciacion y revascularizacion 5%°7, via Hippo encargada de la transcripcion de genes
involucrados en procesos de proliferacion 287 y via Hedgehog (Hh), critica para la
recuperacion normal del tejido después de una hepatectomia parcial (Hp) induciendo la

transcripcion de genes involucrados en proliferacién, supervivencia y diferenciacion 7.

La via de sefializacion Hh, regula diversas decisiones del destino celular, incluida la
proliferacion, apoptosis, migracion y diferenciacion, ademas participa en la morfogénesis
de los tejidos durante el desarrollo fetal; en el adulto juega un papel importante en la
cicatrizacion y la regeneracion en diversos 6rganos por lesiones mecanicas y patologicas
109 En el higado adulto los efectos de su activacion incluyen la regeneracion, fibrosis y
remodelacion vascular, mientras que su activacion aberrante se ha relacionado

principalmente en la patogénesis de la cirrosis y el cancer hepatico 82.117.143.144,

La activacion inapropiada de la via de sefalizacion se ha asociado a diversas
enfermedades lo que ha llevado al estudio de diversos inhibidores que pudiesen ser
utilizados como posibles agentes terapéuticos 1#°. El inhibidor mas utilizado en diversos
estudios experimentales ha sido la ciclopamina, la cual bloquea la via de sefializacién Hh
mediante su unién al co-receptor Smo 1, Este inhibidor se obtuvo de la planta V.
californicum 46, |a cual fue descubierta debido a que ovejas que la pastaban en tiempo

de sequia daban origen a fetos ciclopes 12812, Su estudio se ha realizado en animales
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de experimentacion en donde se han determinado las dosis adecuadas que deben

administrarse para poder evaluar su efecto sin causar reacciones secundarias 32,

De momento, se sabe poco del proceso de regeneracion durante el AHA. La
administracion oportuna con metronidazol provoca la curacion de la lesion con una optima
regeneracion acompafiada de macrofagos espumosos, proliferacion de conductos
biliares, hepatocitos y vasos de neoformacion sin dejar tejido de cicatrizacion 3. Se ha
descrito la presencia de diferentes citocinas y factores de crecimiento como IL-13, TNF-
a, IL-10, IL-6, HGF, IGF, VEGF y TGF-B que participan durante el proceso de
regeneracion hepatica durante la administraciéon de metronidazol, se demostré que estas
moléculas se activan en distintas etapas, mientras que la remodelacién de la matriz
extracelular proceso caracteristico de la regeneracién, inicialmente se caracteriza por un
aumento en la presencia de colageno tipo 1, que va disminuyendo considerablemente
durante el proceso de regeneracion 138, Adicionalmente se han identificado algunos tipos
celulares productores de estas moléculas entre los que se encuentran las células

inflamatorias, hepatocitos de neoformacién y células espumosas ',

Sin embargo, en el caso del AHA, la regeneracion puede verse afectada segun la
gravedad de la infeccidon y el dafio tisular. La presencia de E. histolytica en el higado
desencadena una respuesta inflamatoria como parte del intento del sistema inmunologico
para eliminar la infeccién, una vez que se logra la eliminacion exitosa de la infeccion
mediante la administracion de tratamiento el proceso de regeneracion hepatica puede ser
mas efectivo. Es importante destacar que el proceso de regeneracion hepética es
altamente variable y depende de varios factores, incluida la salud general del individuo,
la gravedad de la infeccion y la presencia de complicaciones. Se ha demostrado que la
inflamacion inducida en lesiones hepaticas de distinto origen, puede ser tanto benéfica
como perjudicial para el proceso de regeneracién y reparacion de las funciones del
higado. Una respuesta inflamatoria moderada y leve logra ser beneficiosa brindandole a
este 6rgano un efecto hepatoprotector, contribuye a su reparacion y promueve su
recuperacion. Por el contrario, la respuesta inflamatoria excesiva suele ser permanente
e intensa logrando agravar la lesibn promoviendo procesos fibroticos que logran

desencadenar respuestas cirréticas e incluso cancerigenas 148,
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Con el objeto de determinar el papel que desempenfia la via de sefializacion hedgehog en
la regeneracion hepatica en el AHA cuando éste es tratado oportunamente, se realizé la
comparacion de las lesiones producidas en los higados de hamster tras la inoculacion
intrahepatica (ih) de trofozoitos virulentos de E. histolytica a diferentes tiempos. Los
resultados nos permitieron observar que durante el proceso de infeccion amibiana
hepatica, sin administracion de tratamiento (antiamibiano), la via de sefalizacion se
activa como respuesta ante la presencia de dafio, ya que su inhibicion (con ciclopamina)
da como resultado abscesos de mayor tamafio, ademas, se demostré que durante la
administracion de metronidazol la via de sefializacion se encuentra activa y favorece el

proceso de regeneracion mientras el metronidazol se encarga de eliminar al patégeno.

En el caso de D3 las lesiones obtenidas de los animales tratados con ciclopamina
aumentaron en un 20% en comparacion con las lesiones obtenidas en los animales cuya
via se encuentra activa. Por otra parte, las lesiones obtenidas de los animales
administrados con tratamiento antiamibiano cuya via de sefializacion fue inhibida, el
resultado fue un aumento del 17% en las lesiones, en comparacién con los animales a
los que no se les administré inhibidor, pero si metronidazol. Mientras que el aumento de
las lesiones en D6 fue un aumento del 13% en las lesiones obtenidas de animales
tratados con ciclopamina y un aumento del 7% en los animales tratados con ciclopamina
y metronidazol. Estos resultados podrian deberse a que la via de sefializacion, al
encontrarse activa, desde el proceso de infeccién, intenta repara el dafio, mientras que
el metronidazol actia en contra del parasito, asi, al no existir la presencia del farmaco
antiparasitario y presentarse una respuesta inflamatoria exacerbada que el mismo
organismo produce como resultado de la defensa al huésped, no se logra contener por
completo el dafo. Un dato muy importante en el caso del efecto en D6 es que al
administrar metronidazol ya no se obtiene lesiones cuantificables solo la presencia de un
puntilleo presente en el area de inoculacién de las amibas, sin embargo, al inhibir esta
via y administrar el metronidazol pudimos observar que aun se obtienen lesiones
pequefias pero cuantificables. Estos datos son relevantes ya que nos sugieren un posible
retraso en el proceso de recuperacion del 6rgano debido a la falta de actividad de la via.
El efecto en el tamafo de lesiones obtenidas cuando se administra ciclopamina, ha sido
previamente reportado, en higados de ratones a los que se les realizaron hepatectomias

parciales, aunque en este tipo de dafio no se encuentra presente un patdégeno, el proceso
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de recuperacion de la masa resecada se ve afectado cuando se administra inhibidor de

esta via de sefializacion 82,

Por otra parte, se sabe que durante la administracion de metronidazol en el AHA se
presenta una respuesta inflamatoria focalizada constituida principalmente por
polimorfonucleares y macrofagos, hay, ademas un aumento en la aparicion de
macréfagos espumosos, disminucién gradual de granulomas, aumento en el nimero de
hepatocitos de neoformacion, proliferacién de conductos biliares y presencia de tejido
fibroso, hasta llegar a una curacién ad integrum del 6rgano 3¢, El andlisis histopatol6gico
realizado en este estudio mostr6 cambios importantes en los grupos tratados con
ciclopamina, en D3 se observé una respuesta inflamatoria generalizada, un aumento en
el tamafo de las lesiones granulomatosas, aumento de fibras de colagena, disminucion
de vasos y hepatocitos de neoformacion en comparacion de lo observado en el grupo
tratado con metronidazol, en donde aun se observa lesién a nivel macroscépico sin
embargo, a nivel histopatologico hay presencia de regeneracion. En los grupos
analizados en D6 observamos un aumento en el dafio histopatol6gico generado cuando
se administra ciclopamina en comparacion con lo observado cuando se administra
metronidazol ya que macroscopicamente no sé observa una lesion y a nivel
histopatoldégico se observa un parénquima hepatico de apariencia normal, estos
resultados confirman que el proceso de regeneracion se ve afectado cuando se inhibe la
via Hh, lo que causa una respuesta inflamatoria exacerbada en respuesta a la presencia

del parasito.

Hasta el momento se sabe que la inflamacion juega un papel importante en el desarrollo
del AHA, ya que se asocia directamente al dafio causado en este érgano por la excrecién
de enzimas contenidas en las células inflamatorias lisadas por los trofozoitos 1%1%°. En el
contexto de la inflamacién, se ha observado que la via Hh puede afectar la funcion de
células inmunolégicas y modular la produccion de mediadores inflamatorios, regula la
respuesta inflamatoria en el intestino de los mamiferos 4° asi como eventos mediados
por el sistema inmunolégico como respuesta a la fibrosis hepatica 143. Sin embargo, la
relacion exacta entre la via Hh y la respuesta inflamatoria en el dafio causado por un
parasito aun no se encuentra descrita, por lo que es de interés continuar con esta
investigacion para lograr comprender la asociacion existente entre la respuesta

inflamatoria y la activacién e inhibicion de la via de sefializacién en este tipo de dafio.
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Ademas, se ha reportado que la activacion la via de sefalizacién Hh regula la activaciéon
de células estelares responsables del mantenimiento de la homeostasis de la matriz
extracelular del higado (MEC), por lo que, en respuesta al dafio, estas células se activan
adquiriendo un fenotipo méas fibroblastico dando como resultado, la promocién y
regulacién de respuestas de reparacion fibrogénica durante la lesion hepatica 2. Los
resultados en D3 mostraron un aumento en la deposicion de fibras de colageno en los
grupos tratados con ciclopamina, localizadas entre los granulomas y alrededor de ellos,
formando una red compleja que le confiere resistencia al higado dafiado en comparacion
con aquellos grupos que no fueron tratados con este inhibidor, en donde se observa la
formacion de fibras mas finas y tenues localizadas entre los granulomas. El analisis para
D6 mostro un aumento en la deposicion de fibras de coldgeno anormales en los grupos
tratados con ciclopamina a diferencia de lo observado en los grupos a los cuales no se
les administré este inhibidor. Estos resultados sugieren que la via Hh se encuentra
involucrada en la regulacion de la remodelacion de la MEC, ya que cuando esta se
encuentra ausente la generacion de fibras de colageno aumenta conforme aumentan los
dias de desarrollo del AHA, lo que podria estar asociado a una disminucién en la
activacion de células estelares 8 o0 a la existencia de otros mecanismos activos

encargados de restaurar y renovar la MEC durante la regeneracion en el AHA.

Una vez determinados los cambios macroscoépicos e histopatolégicos causados por la
inhibicién de la via de sefalizacién, se realiz6 el andlisis molecular de los componentes
de la via de sefalizacion. Debido a que los anticuerpos utilizados para nuestro modelo
de estudio no eran especificos de especie, realizamos el andlisis bioinformético para
identificar su reconocimiento en nuestro modelo experimental (Mesocricetus auratus).
Los resultados del andlisis in silico permitieron identificar a las proteinas homélogas (Shh,
Ptc, Smo y Gli) en nuestro modelo de estudio permitiendo continuar con el analisis
protebmico de western blot e inmunohistoquimica de manera confiable. Si bien
previamente se ha reportado que esta via de sefializacion se expresa en el modelo de
hamster adulto, solo se conocen sus efectos y funcion durante el transporte axonal
anterégrado cerebral 1%, Estos datos sugieren que continuar con el estudio de esta via
de sefializacién en el modelo del AHA sin anticuerpos comerciales especificos de especie

dan resultados certeros.
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El andlisis realizado por western blot demostré que la via Hh se encuentra activa en
presencia del patégeno E. histolytica, mientras que su expresion disminuye cuando se
administra el tratamiento antiamibiano. La mayoria de los estudios realizados sobre esta
via de sefializaciéon aseguran que la actividad en higados sanos es indetectable °*, pero
los niveles basales de esta via en nuestro modelo utilizado (Hamster) nos demostraron
su existencia en higado sano. El analisis de los grupos tratados para D3 demostro la
expresion de las moléculas de la via de sefalizacion (Shh, Ptc, Smo y Gli), no solo en el
grupo AmMe sino también en el grupo Am, observamos una expresion diferencial entre
ambos grupos ya que la mayor expresion se observo en el grupo Am, mientras que los
grupos tratados con ciclopamina su expresion disminuye. En el caso de la condicion de
D6 se observdé un aumento en la expresion de estas moléculas en el grupo de Am,
mientras que el grupo de AmMe mantuvo una expresion menor con respecto a lo
observado en el grupo con antiamibiano, de la misma manera la administracién de
ciclopamina afecto la actividad de Hh. Los grupos analizados en ambas dosis
demostraron tener diferencia significativa con respecto a la expresién basal de los
controles presentados. Estos datos nos sugieren que Hh juega un papel fundamental en
este tipo de dafio ya que su inhibiciéon en animales que no son tratados con antiamibiano
las lesiones que se forman son de mayor tamafio en comparacion con aquellas lesiones
gue se producen en presencia del parasito con la via activada permitiendo que el
organismo responda al dafio intentando contenerlo y por ende que este no sea mayor
como ocurre en ausencia de la via. En el caso de las Hp, la expresion de estas moléculas
se activa inmediatamente después de la Hp presentando un aumento en la expresion de
ligandos, receptores y factor de transcripcién, regulando el proceso de regeneracion,
cuando esta via se inhibe, afecta el proceso de regeneracion incluso causando la muerte
de los animales 82. Por tanto, seria muy importante evaluar la presencia de esta via en
etapas tempranas y tardias de la infeccién, para determinar en qué momento se alcanza
la expresion minima y maxima y a que conlleva esta activacion. Ademas de indagar
cuales pudieran ser aquellos otros mecanismo moleculares que se encuentran asociados
a esta activacion que en conjunto den como resultado la regeneracion optima de este

organo después de haber sufrido dafio ante la presencia de este parasito.

La sefalizacion Hh puede iniciarse mediante mecanismos autocrinos, paracrinos o

endocrinos dependiendo la fuente de ligandos, es decir si la propia célula responde a Hh,
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0 si son células vecinas o células en tejidos lejanos los encargados de liberar ligandos
Hh. Especificamente en el higado los hepatocitos, colangiocitos y células estelares
pueden liberar o responder a los ligandos Hh 13, Diversos estudios han determinado la
expresion de los componentes de la via de sefializacion en diferentes tipos de cancer 152~
158 asi como en la enfermedad hepatica alcohdlica 1*41%° y la regeneracion hepatica
posterior a una hepatectomia parcial 8151160 estos estudios han demostrado que la via
de sefalizacion responde en diversos tipos celulares, en el caso especifico del higado se
han identificado a los hepatocitos, colangiocitos y células estelares como células positivas
a los componentes de la via de sefializacion. El analisis realizado mediante
inmunohistoquimica en este trabajo nos permitié identificar a los hepatocitos como las
principales células que responde a la via de sefalizacion en algunas de sus moléculas
constituyentes como ligando (Shh), receptor (Smo) y factor de transcripcion (Gli). La
inhibicién de la via de sefializacion provoca una disminucion en el porcentaje de células
positivas a la marca, pero esta inhibicion no es total. Es importante considerar para
futuros experimentos el analisis de secciones de higado mas alejados a la lesion, para
de esta manera poder determinar si existe respuesta de la via en otros tipos celulares

como en el caso de la Hp.

La enfermedad hepética crénica es una de las enfermedades mas comunes en todo el
mundo. La alteracion de la regeneracion del higado debido a diversas causas, como el
envejecimiento, los trastornos metabdlicos y las infecciones, puede provocar insuficiencia
hepatica. Los resultados del presente trabajo sugieren que la induccion dirigida de la via
de sefalizacion de Hh puede contribuir a la regeneracién del higado en estos trastornos

realizados en condiciones estrictamente controladas 6.

En resumen, presentamos las primeras bases que relacionan la activacion de la via de
sefalizacion Hh en el AHA, la cual participa en el proceso de regeneracién hepatica
dando como resultado la recuperacion optima del tejido sin dejar tejido de cicatrizacion.
Sin embargo, hacen falta méas estudios que permitan sentar las bases del papel que esta
via de sefializacién juega en este tipo de dafio causado por un parasito, en particular
¢,qué moléculas estan involucradas en su activacion? y ¢qué moléculas son activadas
por la misma?. Lo que podria contribuir al mejor entendimiento del proceso de
regeneracion ad integrum que se da en el AHA y no en otros tipos de dafio como la

fibrosis y la cirrosis hepéatica.
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IX.- CONCLUSIONES.

» Lainhibicion de la via de sefializacién induce lesiones de mayor tamafio.

» El andlisis histopatoldgico de los grupos tratados con ciclopamina mostré una
respuesta inflamatoria generalizada, lesiones granulomatosas de mayor tamafio y
disminucion en la aparicion de células caracteristicas del proceso regenerativo.

» La via de sefializaciobn se encuentra activa no solo en el grupo tratado con
metronidazol sino también cuando la infeccidon se encuentra en desarrollo sin la
administracion del farmaco, ademas la administracion con ciclopamina disminuye
la expresién de las moléculas constituyentes de Hh. Estos datos nos sugieren que
esta via de sefalizacion es fundamental en el proceso de recuperacion del
parénquima dafiado.

» Los hepatocitos son las principales células que responden a la activacion de Hh

en el desarrollo del AHA.
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X.- PERSPECTIVAS.

Evaluar si la ciclopamina posee algun efecto sobre las amibas.

Realizar una cinética con tiempos mas cortos del desarrollo del AHA para
identificar en qué momento se activa la via de sefializacion.

Analizar la expresion de citocinas y factores de crecimiento que se expresan
cuando la via de sefializacion se encuentra activada.

Analizar la presencia de células estelares mediante western blot e
inmunohistoquimica.

Analizar la presencia de células progenitoras mediante el uso de marcadores.
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