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Abreviaturas
Especies reactivas de oxigeno -- ERO
Células estelares hepéticas -- CEH
Factor de crecimiento transformante- — (por sus siglas en inglés) TGF-$3
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Patrones moleculares asociados a dafios -- (por sus siglas en inglés) DAMP
Células endoteliales sinusoidales hepaticas -- (por sus siglas en inglés) LSEC
B-Hidroxifosfocarnitina -- B-HFC
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Células endoteliales sinusoidales hepaticas -- (por sus siglas en inglés) LSEC

Células NK -- Natural killer



Factor de crecimiento transformante B-1 -- (por sus siglas en inglés) TGF-31
Carcinoma hepatocelular — CHC
Dietilnitrosamida — DEN

Tetracloruro de carbono — CCla



RESUMEN

La fibrosis hepatica es una enfermedad multifactorial que puede ser causada por
diversas etiologias que producen dafio cronico, entre las mas comunes estan los
trastornos genéticos, las infecciones viricas, el abuso de alcohol, los trastornos
metabdlicos y el abuso de farmacos u otras sustancias quimicas. A pesar de ser
una enfermedad cada vez mas comun, hasta el momento se carece de farmacos
aprobados para el tratamiento de la fibrosis hepética, debido a esta problematica se
sigue en la busqueda de moléculas antifibréticas. La B-Hidroxifosfocarnitina (B-HFC)
es un analogo de la L-carnitina que ha demostrado tener poder hepatoprotector, asi
como favorables propiedades farmacocinéticas y un margen de seguridad elevado.
El objetivo del presente proyecto fue identificar si la B-HFC tiene efecto en la fibrosis
hepética inducida con DEN/CCIls en ratas Wistar. Para ello se utilizaron 16 ratas
Wistar divididas en 4 grupos: 1. Control sin tratamiento; 2. B-HFC: ratas tratadas con
B-HFC 100 mg/Kg, v.o. por 3 sem.; 3. Fibrosis: ratas tratadas con DEN 7 mg/100 g
dosis Unica 'y CCls 1.5 ml/ kg, 2 veces por sem., ambas por inyeccién subcutanea y
4. Fibrosis+B-HFC: ratas con fibrosis y tratadas con B-HFC, en dosis antes
sefaladas. Se analizaron cortes histologicos tefiidos con Tricrémica de Masson y H
& E para identificar fibras de colagena y alteraciones en la arquitectura hepética,
ademas, las muestras fueron analizadas por microscopia electrénica de transmisién
para observar cambios ultraestructurales y se realizaron pruebas de funcion
hepatica. Los resultados obtenidos en este trabajo indican que la administracion de
B-HFC reduce la cantidad de fibras de colagena, asi como de células estelares en
estado activado en el higado de ratas con fibrosis hepatica. También, B-HFC
demostré no ser hepatotdxico al no alterar la arquitectura ni funcion hepética en el
higado sano e incluso desempefid funcidn hepatoprotectora al restaurar las
alteraciones en la morfologia y funcion hepética causada por DEN/CCls. Como
conclusion, la administracién de B-HFC modifico favorablemente las alteraciones
histopatoldgicas asociadas a la fibrosis hepatica. B-HFC redujo las fibras de
colagena, redujo el nimero de CEH, con lo que mejord la arquitectura y funcién

hepatica.



ABSTRACT

Liver fibrosis is a multifactorial disease that can be caused by a variety of aetiologies
that produce chronic damage, the most common of which include genetic disorders,
viral infections, alcohol abuse, metabolic disorders and the abuse of drugs or other
chemical substances. Despite being an increasingly common disease, so far there
is a lack of approved drugs for the treatment of liver fibrosis, and the search for anti-
fibrotic molecules continues. B-Hydroxyphosphocarnitine (B-HPC) is an analogue of
L-carnitine that has been shown to have hepatoprotective potency, as well as
favourable pharmacokinetic properties and a high safety margin. The aim of the
present project was to identify whether B-HFC has an effect on DEN/CCI4-induced
liver fibrosis in Wistar rats. Fibrosis: rats treated with DEN 7 mg/100 g single dose
and CCl4 1.5 ml/kg, 2 times per week, both by subcutaneous injection and 4.
Fibrosis+B-HPC: rats with fibrosis and treated with B-HPC, at the doses indicated
above. Histological sections stained with Masson's Trichrome and H&E were
analysed to identify collagen fibres and alterations in liver architecture, and samples
were analysed by transmission electron microscopy for ultrastructural changes and
liver function tests were performed. The results obtained in this work indicate that
the administration of B-HFC reduces the amount of collagen fibres as well as stellate
cells in an activated state in the liver of rats with liver fibrosis. Also, B-HFC proved
not to be hepatotoxic by not altering liver architecture and function in healthy liver
and even played a hepatoprotective role by restoring the alterations in liver
morphology and function caused by DEN/CCI4. In conclusion, B-HFC administration
favourably modified the histopathological alterations associated with liver fibrosis. 3-
HFC reduced collagen fibres, reduced the number of HSCs, thereby improving liver

architecture and function.



1.- Introduccion

Las distintas enfermedades hepéticas se han convertido en los Ultimos afios en un
problema de salud a nivel mundial (Asrani et al., 2019). Cada una con un agente
etiologico especifico asociado a su frecuencia, por ejemplo: las hepatitis virales, la
enfermedad del higado graso no alcohdlico (EHGNA), la hepatitis autoinmune y las
causadas por el abuso de bebidas alcohdlicas (Hernandez-Gea & Friedman, 2011),
que, de manera croénica, tienen la capacidad de desarrollar fibrosis hepética
(Caligiuri et al., 2021).

La fibrosis hepatica se caracteriza por la acumulacion excesiva de proteinas de la
matriz extracelular (MEC), entre ellas principalmente colagena fibrilar producidas
por las células estelares hepaticas (CEH) en estado activado (Berumen et al., 2021).
La fibrosis puede dividirse en fases, iniciando con una ligero aumento de fibras de
colagena, que puede avanzar hasta una mayor invasion del higado, para progresar
hasta la cirrosis hepatica. Esta Ultima esté relacionada con la insuficiencia hepatica,
que a su vez predispone a quien la padece a poder desarrollar carcinoma
hepatocelular, por lo tanto, una fase de fibrosis avanzada aumenta la mortalidad en

las personas que la padecen (Wong et al., 2017).

En la actualidad no existen farmacos aprobados contra la fibrosis hepatica, por lo
que, es indispensable la busqueda de nuevas moléculas que puedan ser Utiles para
controlar o revertir procesos fisiopatolégicos de la enfermedad (Tan et al., 2021). En
el LFTI de la Facultad de Farmacia de la UAEM, atendimos a esta problematica y
desarrollamos modelos preclinicos in-vivo de distintas enfermedades hepaticas

para la evaluacion de farmacos con potencial poder antifibrotico.

La L-carnitina ha sido evaluada ampliamente en enfermedades asociadas a la
alteracion de procesos metabdlicos, pero recientemente distintos estudios
demuestran su potencial efecto hepatoprotector en distintas enfermedades
hepaticas. B-Hidroxifosfocarnitina (B-HFC) es un analogo de la L-carnitina que
conserva su efecto terapéutico, pero tiene caracteristicas farmacocinéticas, mejores

a la de su precursor, asi como de un margen de seguridad elevado. Por lo que, en
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el presente estudio evaluamos el efecto de la B-HFC sobre la fibrosis hepéatica

inducida en un modelo in vivo
2.- Fibrosis hepatica
2.1El higado: caracteristicas generales

El higado es el rgano méas grande y uno de los mas relevantes del cuerpo humano,
su peso oscilaentre los 1.4 a 1.8 kg en el hombre y 1.2 a 1.4 kg en la mujer, se trata
de un 6rgano unico debido a su doble suministro de sangre desde la vena porta
(75%) y la arteria hepatica (25%) (Bismuth, 2013). EIl higado es un dérgano
multifuncional (Fig. 1), lo que quiere decir que cumple una gran cantidad de
funciones en el organismo, todas ellas vitales para un correcto funcionamiento del
cuerpo humano; por ejemplo, metabolismo, inmunidad, digestién, desintoxicacion,

almacenamiento de vitaminas, entre otras (Rios-Lépez et al., 2020).
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Figura 1. Funciones del higado. El higado es un 6rgano indispensable, que cumple con
una gran cantidad de procesos vitales para el ser humano. Imagen tomada de (Manterola
et al., 2017)
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A nivel microscoépico, la estructura hepatica se puede dividir en acino y I6bulo. El
nombre que recibe la unidad funcional del higado es “l6bulo hepatico”, que esta
compuesto por los hepatocitos, distribuidos de manera radial alrededor de la vena
central, revestidos por células endoteliales sinusoidales hepaticas (LSEC)
(Steadman et al., 2019). El I6bulo hepatico (Figura 2) posee una forma hexagonal
y mide aproximadamente 1 x 2 mm, dentro de ellos se extienden los sinusoides
hepéticos que salen de la vena central y se distribuyen hasta las triadas portales
(vena porta, arteria hepética, conducto biliar) que se encuentran en las esquinas del
I6bulo (Cheng et al., 2021). El acino es la unidad funcional mas pequefa, este se
divide en tres zonas, la primer zona rodea el tracto porta y la tercera zona rodea la
vénula hepatica. La sangre del tracto porta fluye a través de estas zonas hacia la
vénula con un gradiente decreciente de oxigeno y nutrientes (Steadman et al.,
2019).

HIGADO SANO

« 0

G\%" X

S, 804 1”67 5

e B L X
) ogxa

Tracto biliar

desactivada

Arteria
hepatica

o
gﬁo =leleloToTo
= | =]

Colageno
tipo IV

Vena central

Figura 2. Arquitectura microscopica del higado. Esquema representativo de la unidad
funcional del higado “Lébulo”, Los hepatocitos salen de la vena central, el espacio entre
hepatocitos se llama sinusoide hepatico, La sangre fluye desde la vena porta hasta la
vena central,. Imagen modificada de (Acharya et al., 2021).
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Ya se han mencionado un gran numero de caracteristicas del higado, sin embargo,
existe una que destaca entre todas al ser Unica del higado, estad es su capacidad
de regeneracion tras una lesion o corte parcial. Los expertos mencionan que al
higado se le puede extirpar hasta dos tercios de su volumen total y este es capaz
de regenerarse por completo (Olthoff, 2003). EIl higado puede llevar a cabo dos
tipos de regeneracion cada una de ellas dependiendo del tiempo que dura el dafio
celular; la primera de ellas se presenta cuando se realiza una extirpacion de una
pequefia porcion del higado y se conoce como “regeneracion aguda”. Por otro lado
“la regeneracion cronica” se presenta en respuesta a enfermedades hepaticas que
se prolongan por tiempo prolongado (virales, autoinmunes, etc.) (Stoelting & Hillier,
2012).

2.2 Enfermedades que alteran la integridad hepética

Para que cualquier persona pueda gozar de una buena calidad de vida es
indispensable la preservacion del higado, sin embargo, existen diversas etiologias
que pueden desarrollar un dafio crénico con potencial evolucién a fibrosis (Figura
3), entre las mas comunes estan los trastornos genéticos, las infecciones viricas, el
abuso de alcohol, trastornos metabdlicos y el abuso de farmacos u otras sustancias

quimicas. (Weiskirchen et al., 2018).

A) Enfermedad del higado por trastornos genéticos;

Existe la posibilidad de que algunas personas puedan nacer con mutaciones en
genes que pueden predisponer a padecer enfermedades hepaticas. Los padres
pueden transmitir estos cambios genéticos a sus hijos, de generacién en generacion
(Taddei et al., 2008). Estas enfermedades disminuyen la capacidad del higado de
procesar nutrientes y eliminar toxinas. La evolucion del dafio hepatico puede variar
con la edad y tipo de afectacion, algunos de los trastornos genéticos mas comunes
son los siguientes: deficiencia de alfa-1 antitripsina, enfermedad de Wilson,
hemocromatosis hereditaria, deficiencia de argininosuccinato liasa, sindrome de

Alstrom, intolerancia hereditaria a la fructosa, entre otras (Scorza et al., 2014).
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B) Enfermedad del higado por infecciones viricas:

El higado es propenso a sufrir afectaciones por agentes virales, que tiende afinidad
por el higado, estos son conocidos como “virus de la hepatitis” (Spengler et al.,
2012). Entre las hepatitis viricas tenemos a la hepatitis A, hepatitis B y hepatitis C,
gue han aumentado su prevalencia en los ultimos afos, por lo que se han vuelto un
importante problema de salud publica (Bataller et al., 2004; Trépo et al., 2014).
Estos virus tienen la capacidad de atacar a las células hepaticas, las cuales, al estar
infectadas, sufren dentro de si replicacion del virus, lo que provoca cascadas

inflamatorias, produccion de colageno y fibrosis (Wang et al., 2023).

C) Enfermedad del higado graso no alcohdlico (HGNA):

Consecuencia de un alto consumo de alimentos con grandes cantidades de grasas
y azUcares acomparfado de un gasto pobre de energia, el HGNA se caracteriza por
la presencia de esteatosis en mas del 5% de los hepatocitos (European Association
for the Study of the Liver (EASL) et al., 2016). El HGNA engloba un continuo de
enfermedades que incluye la esteatosis con o sin inflamacién leve (HGNA), un
subtipo necro inflamatorio (esteatohepatitis no alcohdlica o EHNA), y la presencia
de lesion hepatocelular (abombamiento de los hepatocitos).

D) Dario hepatico inducida por farmacos:

La hepatotoxicidad generada por compuestos exdgenos es de relevancia médica,
debido a su prevalenciay a la alta importancia del higado par el organismo (Teschke
etal.,, 2008). La automedicacién, asi como el abuso de medicamentos puede
predisponer a una persona a sufrir hepatotoxicidad. La hepatotoxicidad inducida por
farmacos es muy frecuente en pacientes con lesion hepética aguda, debido a la falta

de educacién respecto a la correcta medicacién (Bjornsson, 2016).

Por lo anterior, existen una gran cantidad de factores que pueden dafar al higado
(Figura 3), pero independientemente de la etiologia, todas estos tienen la capacidad
de conducir a fibrosis hepatica y poseen mecanismos moleculares similares entre

si, como la muerte de los hepatocitos, la inflamacion crénica con liberacién de
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citocinas, la activacion de las CEH y la alteracion de la barrera epitelial o endotelial

(Dhar, Baglieri, Kisseleva y Brenner, 2020 ) .
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Figura 3. Factores de riesgo de dafio hepatico. En el higado, las alteraciones
genéticas, los trastornos metabdlicos, la colestasis, las infecciones viricas, los parasitos,
los farmacos, las toxinas, el abuso del consumo de alcohol, una amplia variedad de otros

compuestos nocivos y factores ambientales pueden provocar el inicio y la progresion de la
fibrosis (Modificado de (Weiskirchen et al., 2018).
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2.3 Patogénesis de la fibrosis hepatica

La fibrogénesis es una respuesta normal en el organismo ante las lesiones tisulares.
Cualquier tipo de lesiéon que causa dafo hepatocelular activa las vias fibrogénicas
(Figura 4). Durante el dafio hepatocelular se produce la liberacion de sefiales, como
las especies reactivas de oxigeno (ERO) y las interacciones intercelulares, estas
conducen a la diferenciacion de las CEH a miofibroblastos (MFB). Los
miofibroblastos se caracterizan por su capacidad de producir colageno y favorecer
la contraccion de una lesion, por lo tanto, al ser activadas las CEH se convierten en
una fuente importante de proteinas de la MEC. Los hepatocitos dafiados también
activan células inflamatorias como lo son los macrofagos vy linfocitos para generar
multiples tipos de citoquinas, como el factor de crecimiento transformante- (TGF-
B) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), claves también en la
activacion y diferenciacion de las CEH (Lambrecht et al., 2020).Cuando se activan
estas vias, en el espacio de Disse se da una secrecion de componentes de la MEC,
estos componentes tienen como objetivo el encapsulamiento y aislamiento de la
porcién de tejido que esta dafiada para su posterior reparacion (Bataller et al.,
2004). Durante la encapsulacion, se da también una infiltracion de células
inmunitarias que eliminan los restos celulares y comienzan la reparacion del tejido
dafiado. En el higado normal, la MEC presente en el espacio de Disse esta
conformada por glicoproteinas (fibronectina y laminina), colageno tipo IV (no
fibrético) y proteoglicanos. La MEC tiene importancia biolégica ya que proporciona
soporte mecanico a las células hepaticas, asi como sefiales moleculares para su
correcto funcionamiento. En condiciones normales las caracteristicas de la MEC se
mantienen y no cambian, no es hasta que existe un dafio celular, donde su
composicién y densidad se modifican: su produccion se eleva siendo de hasta 6 a
8 veces mayor, el colageno de tipo IV (no fibrilar) generado se sustituye por
colageno de tipo I y Il (fibrilar), también hay una secrecion adicional de fibronectina,

acido hialurénico y a-actina de musculo liso (Iredale et al., 2013).

La fibrogénesis es un proceso rapido hablando de lesiones agudas y leves. Con una

lesion hepatica a corto plazo, no se producira fibrosis hepatica. Sin embargo,
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cuando se produce una lesion hepéatica prolongada, la membrana de los hepatocitos
se destruye, provocando su necrosis y una activacion crénica de la fibrogénesis, se
rompe la homeostasis entre la fibrogénesis y la fibrinolisis, o que se ve reflejado en
un mayor depdsito de colageno en el higado o mejor conocido como “fibrosis”
(Hernandez-Gea & Friedman, 2011).

Enfermedades metabdlicas
VHB, VHC, Alcohol, Colestasis

Farmacos, Toxinas, Obesidad,
Diabetes

Higado
sano & & @

- e
Células de Kupffer \ / Leucocitos I

Quimiocinas / Citocinas
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Sintesis de MEC

(colageno)
a-sma*
—
- ey — _.» -
Activacién — =i Transdiferenciacion %
- aB = ;; : e _:;:3 > = i @i»
CEH inactivas el — ‘k MFB
CEH activadas
Quimiocinas Células &
i - B
Citocinas Dai Células eplte\lales mesoteliales a‘o
afo 4
' . “ Miofibroblastos
)
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S ' Endoteliales e e
—_— <
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Pericitos misculoliso  €SPECIalizadas
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Figura 4. Patogénesis de la fibrosis hepatica. Las CEH quiescentes se activan por
algunos mediadores (quimiocinas y citocinas) que son liberados por las células de
Kupffer, células infiltradas y los hepatocitos que han sufrido algun tipo de dafio. Las CEH
activadas son positivos para la a-actina de musculo liso (a-SMA). Los MFB son la fuente
predominante de sintesis y depoésito de colageno. El conjunto de MFB productores de
MEC aumenta con diferentes tipos celulares como los fibroblastos residentes, las células
mesoteliales, los fibrocitos circulantes (médula 6sea), las células epiteliales, las células
endoteliales, los pericitos, las células musculares lisas vasculares y otros tipos celulares
especializados que adquieren actividades profibrogénicas y son capaces de expresar
componentes de la MEC (Modificado de Weiskirchen et al., 2018).
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La fibrosis hepatica es la respuesta de cicatrizacion sostenida ante una lesion
hepatica (Dhar et al.,, 2020). Se caracteriza principalmente por la acumulacién
excesiva de MEC, especialmente fibras de colageno (Reeves & Friedman, 2002). El
deposito de grandes cantidades de proteinas de la MEC alrededor de los lobulillos
y dentro del espacio sinusoidal altera la disposicion radial de los hepatocitos,
interfiriendo en el flujo de nutrientes y moléculas de sefializacién de la sangre a
través de las sinusoides a los hepatocitos, lo que altera la funcién hepatica (Iwakiri,
2014).

Si se da solucién al agente causante de la lesién hepatocelular la fibrosis puede ser
reversible, siempre y cuando se encuentre en las primeras etapas, en el caso de
que la afeccion se encuentre avanzada la reversibilidad se vuelve mas dificil e
incluso en algunos casos no puede ser posible, esto debido a la sustitucion del
parénquima hepatico por colageno, lo que hace que la reversibilidad sea un desafio
imposible (Toosi, 2015).

A) Células estelares hepaticas y su transformacion a miofibroblasto:

Las células responsables de los procesos fibréticos constituyen del 5 al 10 % de las
células totales del higado (Khomich et al., 2019). En el higado normal, las CEH se
encuentran en un estado “quiescente” o “desactivadas” y cumplen algunas
funciones fisiolégicas que estan relacionadas con el almacenamiento y metabolismo
de la vitamina A, también secretan cantidades adecuadas de proteinas de la MEC
como colageno no fibrilar y laminina. Ademas, las CEH secretan enzimas
proteoliticas degradativas llamadas metaloproteinasas de matriz (MMP), como
MMP-1, que promueve la degradacion de la MEC. De igual manera las CEH
producen inhibidores tisulares de metaloproteinasas de matriz (TIMP), como el
TIMP-1y el TIMP-2 (Benyon & Arthur, 2001; Carloni et al., 1996; Geerts, 2001; Roeb
et al.,, 1997; Yoneda et al., 2016). Una correcta interaccion entre MMPs y TIMPs
estd asociada con la renovacion de la matriz hepatica y el mantenimiento de la
homeostasis y arquitectura hepaticas (Murphy et al., 2002). Al presentarse dafio

hepatocelular se da la activacion de las CEH, en donde se da su diferenciacion a
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miofibroblastos (MF), esto en respuesta a estimulos como las citoquinas y células
inflamatorias (Friedman et al., 2013). Las citoquinas sobreproducidas acttan sobre
los miofibroblastos para mantenerlos activados, lo que lleva a la producciéon de
grandes agregados de MEC. Debido a todo lo anterior, podemos decir que las CEH
activadas son las principales células del higado fibrético. En consecuencia, las CEH

activadas son las células diana de los agentes antifibréticos (Chen et al., 2019).

B) Hepatocitos:

Los hepatocitos son la célula mas abundante en el higado, en el higado sano
constituyen aproximadamente el 80% de la poblacién celular total (Si-Tayeb et al.,
2010). En condiciones fisiologicas desempefian una gran cantidad de funciones,
entre las mas conocidas estan la desintoxicacion de la sangre, la secrecion de bilis,
proteinas y lipidos (Wolf et al., 2014). En todas las enfermedades hepaticas se
presenta muerte de hepatocitos (Figura 5), los hepatocitos muertos liberan
compuestos intracelulares denominados patrones moleculares asociados a dafios
(DAMP) que envian sefiales a las células estelares hepaticas y a las células de
Kupffer para su activacion, por lo tanto, desempefian un papel importante en el

desarrollo de la fibrosis y la inflamacion (Gaul et al., 2021).
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Figura 5. Papel de los hepatocitos en la fibrosis hepética. Las enfermedades
hepaticas dafian directamente a los hepatocitos, ante esta situacion estas células liberan
patrones moleculares asociados a dafio (DAMP) los cuales estan involucradas en la
activacion de las CEH y el desarrollo de fibrosis.
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C) Células inflamatorias:

Una caracteristica de las enfermedades hepéticas cronicas es la presencia de
inflamacion. Las células inflamatorias se activan por la liberacion de sefales (como
las especies reactivas de oxigeno) de las células dafadas, algunas células

inflamatorias son: macréfagos, linfocitos, células NK (Jaeschke, 2011).

Los macréfagos hepaticos o también conocidos como células de Kupffer juegan un
papel importante, siendo los reguladores en el proceso de la fibrosis hepatica (Wynn
& Barron, 2010). En respuesta al dafio hepatico, una gran cantidad macréfagos son
reclutados en el higado, ddndose una liberacién de citoquinas y atrayendo células
NK y otras células inmunes. También se conoce que las células de Kupffer secretan
el TGF-B1 y la PDGF que favorecen a la transdiferenciacion de las CEH a MF
(Karlmark et al., 2009; Reid et al., 2016). Los macrofagos hepéticos no solo pueden
aliviar la inflamacion y la fibrosis degradando la MEC, sino que también promueven
la fibrosis hepética mediante la activacion de las CEH (Duffield et al., 2005; Tacke
& Zimmermann, 2014).

Las células NK en la enfermedad hepética cronica, cumplen una funcion
proinflamatoria, reclutan neutréfilos y células mieloides, y promueven la activacion
de las CEH, lo que lleva a necrosis de hepatocitos, fibrosis e incluso carcinoma
hepatocelular (CHC) (Jin et al., 2011; Wolf et al., 2014).

D) Células endoteliales sinusoidales hepéaticas:

En el tejido hepético normal, las células endoteliales sinusoidales hepaticas (LSEC)
favorecen a la homeostasis hepatica, ya que tienen caracteristicas vasodilatadoras,
antiinflamatorias, antitrombéticas, antiangiogénicas y antifibréticas (Ding et al.,
2010). Las LSEC son la principal fuente de 6xido nitrico (NO) derivado del endotelio,
gue mantiene a las CEH en estado de reposo. En presencia de lesiones hepaticas,
las CEBs se capilarizan, lo que no solo puede reducir la produccion de
vasodilatadores sino también aumentar la produccién de vasoconstrictores. Este
desequilibrio no solo altera el fenotipo de las LSEC, sino que también contribuye a

la activacion de las CEH y promueve la inflamacion y la fibrosis hepéatica (Deleve et
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al., 2008; Xie et al., 2012; Poisson et al., 2017). También secreta TGF-f3, que pueden
activar las CEH de forma paracrina y autocrina. Debido a las propiedades Unicas de
las LSEC, la terapia selectiva dirigida a LSEC parece ser una estrategia atractiva
para el tratamiento de la fibrosis hepatica (Gracia Sancho et al., 2021).

2.4 Caracteristicas clinicas y diagnodstico de la fibrosis hepéatica
a) Sintomatologia de la fibrosis hepatica

Si hablamos de sintomatologia, algo que vuelve peligrosa a esta enfermedad es la
carencia de sintomas y que incluso suele pasar desapercibida en etapas temprana
y avanzadas de fibrosis, no es hasta que el paciente sufre de cirrosis hepatica que
comienzan a presentarse las complicaciones en la salud debido a la perdida de la
funcionalidad hepética. Por lo tanto, cuando un paciente sufre una enfermedad
hepética, es importante identificar si se encuentra en la etapa cirrética o no, ya que
de esto dependera la eficacia del tratamiento (Wiegand & Berg, 2013). Sin embargo,
no en todos los casos la fibrosis hepatica pasa desapercibida, esta puede presentar
sintomatologia como: ictericia, pérdida de peso, encefalopatia portosistémica, fatiga
e incluso sangrado digestivo.

b) Métodos de diagndstico de la fibrosis hepatica

Como ya vimos, la gran mayoria de veces la fibrosis hepética no presenta sintomas
de alerta haciendo que su diagndéstico pueda complicarse. Un historial clinico
completo, chequeos rutinarios e incluso atender a la sospecha de sufrir una
enfermedad hepatica son puntos importantes para identificar la fibrosis de forma
precoz (Shipley et al., 2019). Para el diagnéstico de la fibrosis hepética, el método
estandar de oro sigue siendo la biopsia hepatica; que consiste en la obtencién de
tejido hepdtico, para su posterior analisis en el microscopio, se puede utilizar
algunas tinciones utiles para tefir las células e identificar la sobreproduccion de las
proteinas de la matriz extracelular. Los métodos de tincion mas comunes para la
evaluacion de la fibrosis hepatica son la tincibn con hematoxilina-eosina, tricromica
de Masson o la tincion con rojo Sirio (Lo & Kim, 2017). Sin embargo, al ser un

meétodo invasivo puede generar dolor y riesgo de posibles complicaciones, por lo
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gue la biopsia hepatica sélo se recomienda cuando el diagndstico es incierto segin
la evaluacion clinica o bioquimica y radiologica (Lucero & Brown, 2016; Wiegand &
Berg, 2013).

En la préactica clinica se utilizan cada vez mas métodos no invasivos para evaluar el
estadio de la fibrosis hepatica. Los métodos de imagen son de los mas comunes,
teniendo la elastografia mediante tecnologia de ultrasonido y la resonancia
magnética. La elastografia es un método preciso y recomendado para utilizarse en
el diagnostico de la fibrosis hepéatica, esta técnica utiliza ondas sonoras para crear
imagenes del higado, sin embargo, la precision de la elastografia es limitada en
pacientes obesos. La elastografia por resonancia magnética utiliza la propagacion
de ondas mecéanicas para evaluar la rigidez del tejido y también se puede utilizar
para evaluar la hipertensiéon portal y la rigidez del bazo simultAineamente
(Schambeck et al., 2023; Taru et al., 2023).

Debido al riesgo de la biopsia hepatica y a los altos costos de la elastografia,
muchas personas eligen la utilizacién de marcadores seroldgicos como método de
diagnéstico de fibrosis hepatica, estas enzimas son marcadores indirectos de
fibrosis hepatica y reflejan si el higado sufre dafio, asi como alteracion en la funcion
hepética. Las enzimas mas importantes para el diagnéstico de la fibrosis hepética

son las siguientes:

Aminotransferasas: En este grupo tenemos a la aspartato aminotransferasa (AST)
y alanina aminotransferasa (ALT). Todas las enfermedades hepaticas causan dafio
hepatocelular, lo que provoca un marcado aumento de la actividad de estas enzimas
en el suero sanguineo. Entre estas dos, la ALT es la enzima mas especifica para la
agresion hepatica (Giannini et al., 2003).

Fosfatasa alcalina (ALP): La elevacién en los niveles de esta enzima, tiende a ser
mas notable en la obstruccion del tracto biliar y pueden aumentar de 10 a 12 veces
el limite superior de referencia. Gamma glutamil transpeptidasa (GGT): La elevacion
de los niveles de GGT funge como un indicador de enfermedad hepéatica

independientemente de la causa (Kwo et al., 2017).
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3.- Antecedentes
3.1 Tratamientos empleados para fibrosis hepatica

Actualmente no hay farmacos especificos aprobados para el tratamiento de la
fibrosis hepética, algunas modalidades de tratamiento estan centradas en la
eliminacion control de los factores etiolégicos, por ejemplo, se tiene a la terapia
antiviral para pacientes con hepatitis virica, el zinc para la enfermedad de Wilson, la
flebotomia para la hemocromatosis, la abstinencia de alcohol para la enfermedad
hepética alcohdlica y el acido ursodesoxicolico (UDCA) en el tratamiento de la
colangitis biliar primaria (Powell y Klatskin, 1968; Marcellini et al., 2005; Takahashi
et al., 2014; Bardou-Jacquet et al., 2020; Ye et al., 2020). También se ha
demostrado gradualmente que los glucocorticoides, la vitamina E y los antagonistas

de los receptores de angiotensina tienen efectos antifibroticos (Tabla 1).

Tabla 1. Farmacos empleados en el tratamiento de la fibrosis hepatica de

distintas etiologias

Agente Blanco Mecanismo Referencia
antifibrotico
CEH Reduccion de la transmision de | (Bolkenius
factores de crecimiento | etal., 2004;
Linfocitos transformantes. Czaja, 2014)
Glucocorticoides Debilitamiento de la actividad de

las células estelares hepaticas.
Inhibicion de la proliferacion de

linfocitos.
Inflamacion Bloqueo de la transicion epitelio- | (Iwaisako
celular y mesénquima de los hepatocitos. | etal., 2014,
Curcumina respuesta Inhibicién de la activacion de las | Kong etal.,
inflamatoria células de Kupffer. 2020; Zhao

Inhibicién de la regulacion NF-kB | et al., 2018)
y reduccion de la angiogénesis

sinusoidal.
Pioglitazona Un agonista del receptor PPARy | (Musso et al.,
2017)
Un agonista de FXR, el FXR | (Mudaliar
Acido obeticdlico expresado en las células | et al., 2013)
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estrelladas hepaticas tiene un
efecto antifibrético

Inhibicién de la TK, la activacion

(Shaker et al.,

Nilotinib de la TK transforma las CEH en | 2013)
activas.
Vitamina E ROS Efectos antioxidantes
Blogueando o atenuando el papel | (Kim et al,,
Losartan/ Receptor AT1 | de la angiotensina Il. 2012)
Candesartan La angiotensina Il puede ejercer
efectos profibréticos,
Antivirales de
accion directa VHC
Supresion virica (posible | (European
Andlogos de eliminacion o pérdida sostenida | Association
nucleotidos VHB del antigeno de superficie de la | for the Study
hepatitis B) of the Liver
(EASL) etal.,
2016)
Disminucién de la lesion hepdtica, | (Wiencke &
acido Colangitis biliar | alivio de los sintomas; reduccion | Boberg, 2011)

ursodesoxicolico

primaria

de la hipertension portal

En la actualidad en el ambito clinico no se han aprobado agentes antifibréticos que
sean capaces de eliminar o reducir la fibrosis hepatica (Shipley et al., 2019), pero
varios disminucion de las citocinas

se postulan blancos potenciales;

proinflamatorias (IL-6, IL-1B y TNF), ausencia de senalizacion de TGF-8,
inactivacion de CEH; inactivacion de CEH; disminucién de proteinas de MEC,;
elevacion de metaloproteasas de matriz (Kisseleva & Brenner, 2021). Por lo tanto,
es importante retomar la investigacion referente a nuevas alternativas que sean

viables y seguras para el tratamiento de la fibrosis hepatica.
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3.2 B- Hidroxifosfocarnitina:
3.2.1 L-carnitina en el tratamiento de enfermedades hepaticas

La carnitina es un aminoacido no esencial que posee dos estereoisomeros: L-
carnitina y D-carnitina, de estas solo la L-carnitina tiene la capacidad de ser
bioactiva (Almannai etal., 2019; Malaguarnera, 2012). Debido a estas
caracteristicas, la L-carnitina también se le conoce solo como "carnitina" (Adeva-
Andany et al., 2017). Esta molécula (Figura 6) es biosintetizada en el higado, rifion
y cerebro a partir de la lisina y metionina (Pekala et al., 2011). El cuerpo humano
contiene aproximadamente 300 mg/kg de L-carnitina, de estos un 98% es
intracelular y se encuentra presente en distintas partes del cuerpo como en los

musculos, en el tracto gastrointestinal y en el higado (Adeva-Andany et al., 2017).
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Figura 6. Estructura quimica de la L-carnitina

Por otro lado, L-carnitina cumple con varias funciones dentro del cuerpo humano,
entre ellas tenemos: su implicacion en la reduccion del estrés oxidativo, en la
resistencia a la insulina, en la expresién de citocinas proinflamatorias y en el

transporte de acidos grasos a la mitocondria para la obtencion de energia (Almannai
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et al., 2019; Malaguarnera, 2012). Interesantemente, normalmente los pacientes
que sufren alguna enfermedad hepatica crénica son propensos a padecer
deficiencia de carnitina, que se asocia con la produccion de factores inflamatorios,
provocando la lesion y muerte de las células hepéticas (Li et al., 2015; Muriel &
Gordillo, 2016; Serviddio et al., 2008). En los ultimos afios, diferentes estudios han
demostrado que la suplementacién con L-carnitina exdgena, mejora de manera
considerable la funcion hepatica en distintas enfermedades hepaticas (Musso et al.,
2010).

El potencial efecto hepatoprotector postula a la L-carnitina como una opcion viable
en el tratamiento de enfermedades hepéaticas, sin embargo, existe un inconveniente
con la carnitina exégena y es que no posee caracteristicas farmacoldgicas
favorables para su utilizacion, especialmente por su baja biodisponibilidad siendo
de apenas el 20%. Por lo que se ha trabajado en la busqueda de analogos que
puedan mejorar sus propiedades farmacologicas y a su vez conservar efecto
hepatoprotector; se han sintetizado varios anélogos de la L-carnitina, siendo los
analogos fosforados de aminoacidos naturales, los mas adecuados para su
evaluacion (Jain & Williams, 2001; Mingorance et al., 2011; Westin et al., 2008).

3.2.2 B- Hidroxifosfocarnitina (B-HFC) un analogo de la L-carnitina

En la busqueda de analogos que pudieran mejorar las propiedades farmacoldgicas
de la L-carnitina se obtuvo la B- Hidroxifosfocarnitina (Figura 7), la cual fue

sintetizada por la empresa Nucitec S.A. de C.V., (Cordero et al., 2013).
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Figura 7. Sintesis representativa

de B-Hidroxifosfocarnitina

La B-HFC es un analogo de la L-carnitina, en el cual se sustituy6 el acido carboxilico por un

fosfodiéster de la estructura original (Figura 8) (Gémez-Solis et al., 2011). Actualmente,

varios estudios han evaluado las propiedades farmacocinéticas, asi como la eficacia

y seguridad de la B-HFC a nivel preclinico.
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L-carnitina

B -HFC

Figura 8. Cambios estructurales entre L-carnitina y f-HFC
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3.2.3 Propiedades farmacolégicas de 3-HFC

Se tiene informacidén previa sobre las propiedades farmacocinéticas de B-HFC tras
su administracién oral en ratas y conejos (Reyes-Esparza et al.,, 2014). Estos
resultados mostraron una mayor eficacia de la B-HFC; tras su administracion por
via oral en una dosis de 100 mg/kg dio lugar a concentraciones plasmaticas totales
gue superaron el rango de referencia de L -carnitina en ratas. 3-HFC produjo una
biodisponibilidad relativa estimada de mas del 60%, este es un valor muy por encima
de la reportada por L-carnitina en ratas. Los resultados indicaron que B-HFC tiene

una mejor tasa de absorcion, distribucion y eliminacién que la L -carnitina.

En relacién a su eficacia farmacolégica, B-HFC en una dosis de 100 mg/kg
administrado por 14 semanas redujo significativamente los niveles de colesterol y
triglicéridos en el suero y el higado de ratas obesas; el mismo efecto se observé
incluso en el higado de ratas delgadas. Ademas, demostré una reduccién
importante de la esteatosis, que fue acompafada de una mejora de la arquitectura

hepatica y una reduccion de las enzimas hepaticas en ratas Zucker fa/fa obesas.
3.2.4 Estudios toxicoldgicos realizados a B-HFC

Una vez evaluada la actividad farmacolégica de la B-HFC, era necesario conocer la
seguridad en su administracién. Debido a esta incégnita fue preciso la realizaron
estudios toxicoldgicos para identificar la toxicidad aguda y cronica la B-HFC (Jorge
et al., 2016).

A) Toxicidad aguda:

Se aplicé B-HFC en grupos de animales en un procedimiento escalonado utilizando
las dosis fijas de 5, 50 300, 5000 y 9000 mg/kg. B-HFC se administré una vez por
via oral a ratones, estos debian tener un previo ayuno de 18 h. Posterior a la
aplicacion, los roedores estudiados se mantuvieron en observacion en busca de
signos de toxicidad durante las primeras 24 h. Los resultados mostraron que todas
las dosis administradas fueron bien toleradas por los animales, destacando que no
se encontraron signos de toxicidad, por lo que todos los animales sobrevivieron,

incluso el que recibi6 la dosis mas alta.
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Toxicidad cronica:

Se aplicaron dosis repetidas de B-HFC durante 24 semanas, se dividieron los
animales en dos grupos, cada uno de ellos compuesto por 10 ratas. El grupo de
control recibié una dieta controlada y agua, el grupo tratado recibié B-HFC 100
mg/kg de peso corporal/dia p.o. en 500 uL de agua. Todos los tratamientos se

realizaron por 5 dias a la semana durante 24 semanas.

Los resultados observados en este estudio no mostraron signos de toxicidad tras la
administracion de una dosis Unica ni tras la administracion de dosis repetidas
durante un plazo de 24 semanas, teniendo una DL50 > 9000 mg/Kg. Los estudios
de toxicidad a dosis mdultiples no mostraron alteraciones en ninguno de los
pardmetros analizados, sugiriendo que este farmaco podria utilizarse con seguridad

en tratamientos a largo plazo.

B) Estudios de embriotoxicidad y teratogenicidad:

Para estos estudios se utilizaron huevos de gallina fértiles, un total de 36 huevos
que se dividieron en 6 grupos: el primer grupo sirvié de control y se considero el
control negativo. Los otros grupos recibieron B-HFC en diferentes concentraciones
(60 pug/mL, 120 ug/mL, 240 ug/mL y 480 ug/mL) y el ultimo grupo recibié cafeina (10
mg/mL) y se consideré el control positivo. Los resultados mostraron que durante la
primera etapa (48 h de incubacion), la B-HFC indujo un desarrollo embrionario
acelerado; durante la ultima etapa (21 dias de incubacion), retrasé el desarrollo
embrionario. Sin embargo, el B-HFC no causé malformaciones en los embriones.
Este estudio demostré que la B-HFC no era teratogénica, pero si reducia el

desarrollo de los pollos.

3.3 Evaluacién del efecto de farmacos sobre la fibrosis hepéatica

A lo largo del tiempo se han evaluado varias moléculas respecto al efecto que estas
tienen sobre la fibrosis hepatica, esto debido a la blusqueda de nuevas terapias
efectivas contra la fibrosis hepatica. Puntos clave en la busqueda de agentes

antifibroticos es la inhibicion de la activacion de las CEH y la disminucion de las
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fibras de colageno. A continuacion, se mencionan algunos trabajos realizados sobre

los marcadores mas significativos de la fibrosis hepatica:

A) Efecto de la genisteina sobre la activacion de células estelares hepéticas en

un modelo de induccion de fibrosis hepatica:

Se analizo el efecto de la genisteina sobre la fibrosis hepéatica (Leija Salas et al.,
2007), para ello utilizaron el modelo de induccién a fibrosis similar: Se utiliz6 CCla
para inducir la hepatotoxicidad, en una dosis de 1,5 ml/kg diluido en aceite mineral,
la administracion fue intraperitoneal, 3 veces por semana durante 8 semanas. Los
animales con fibrosis inducida mostraron degeneracion de hepatocitos y aumento
del infiltrado inflamatorio en las areas necroticas y también desarrollaron fibrosis
severa con distorsion completa de la arquitectura lobular. Los resultados mostraron
gue el tratamiento con genisteina redujo el colageno en el higado y también mejoré
la funcion hepética. Al observar las fotografias tomadas en el microscopio
electrénico, tenemos que existe una reduccion en el nimero de CEH en el higado
inducido a fibrosis tratado con genisteina a comparacion del no tratado. Estos

resultados se asociaron

B) Efecto de D-carvona sobre la arquitectura hepatica en un modelo de fibrosis

hepatica:

Se evaluo6 el efecto de D-carvona en la fibrosis hepatica en un modelo de induccién
con CCls (Ogaly et al., 2022). La D-carvona es un monoterpeno natural que abunda
en el aceite esencial de plantas aromaticas como la alcaravea y la menta verde. Los
resultados mostraron que la administracion de D-carvona mejoro significativamente
las funciones hepaticas y también mejoro la arquitectura hepatica. Estas mejoras se
asociaron con la disminucion de la fibrosis hepatica. Los resultados antes
mencionados revelan que D-carvona y sugieren que la D-carvona podria ser un
candidato prometedor para la intervencion terapéutica de la fibrosis y otras

enfermedades hepaticas relacionadas con el estrés oxidativo.
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C) Accion _de B-HFC sobre marcadores de fibrosis y esteatohepatitis no

alcohdlica:

Se tiene evidencia que la administracion de B-HFC modific6 marcadores asociados
a fibrosis hepética y esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA) en un modelo de
induccion de dafio hepatico con CCls acompafiado de un suministro en exceso de
lipidos, este trabajo fue realizado en el laboratorio 6 de la facultad de farmacia
perteneciente a la UAEM (Sanchez-Quevedo et al., 2022).

Los resultados mostraron que el tratamiento con B-HFC logré una reduccion
marcada de la expresion de la proteina a-SMA, relacionandose directamente con la
disminucién de la activacion de las células estelares hepaticas. Este estudio sugiere

que B-HFC podria emplearse en el tratamiento de la EHNA.

3.4 Modelos de fibrosis hepatica inducida

Como hemos visto la fibrosis hepatica es un proceso comun que se produce en
respuesta a distintos tipos de lesiones hepéticas. Se sabe que el uso y exposicion
a algunos agentes toxicos o farmacos pueden causar lesiones en el higado, la
fibrosis hepatica quimica es inducida por sustancias quimicas que causan

hepatotoxicidad.

En la investigacion de la fibrosis, el trabajo experimental en roedores es actualmente
el patron oro para confirmar un mecanismo propuesto asociado a la enfermedad.
Los sistemas de lectura de las alteraciones hepaticas son similares, y a veces
incluso idénticos, en humanos y animales, e incluyen analisis de sangre, biopsias y
técnicas de imagen no invasivas (Liedtke et al., 2013). En estos modelos las células
hepaticas se dafian y, en consecuencia, se reparan, lo que resulta en el crecimiento
anormal del tejido conectivo en el higado. Los modelos de lesion hepatica inducida
por sustancias quimicas generalmente se inyectan por via intraperitoneal, lo que es
relativamente facil de realizar y da como resultado un desarrollo estable para su uso

en estudios relacionados con la fibrosis hepatica clinica (Bao et al., 2021).
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A) Fibrosis hepética inducida con tetracloruro de carbono (CCla):

Desde hace ya muchos afos se sabe que el tetracloruro de carbono (CCl4) es una
sustancia capaz de ser muy téxica. CCls es reconocido por tener caracteristicas que
lo hacen adecuado como agente modelo para estudiar la hepatotoxicidad. Estas
caracteristicas incluyen su facil disponibilidad en forma pura, la reproducibilidad de
sus efectos sobre el higado en diferentes especies y la diversidad de efectos que
puede producir en condiciones apropiadas.

La fibrosis hepéatica inducida por CCls es un modelo experimental ampliamente
utilizado para el estudio de la fibrosis hepética y para la investigacion clinica de
farmacos porque causa muchas alteraciones en el metabolismo del colageno
similares a las alteraciones en seres humanos (Afdhal & Nunes, 2004). Dosis
repetidas de CCls pueden provocar la aparicién de cirrosis y, en determinadas
condiciones, de tumores hepéticos (Slater et al., 1997). La administracién de CCla4
en ratones o ratas es el modelo mas utilizado de fibrosis hepética experimental
inducida por toxinas (Liedtke et al., 2013). El tratamiento con CCls provoca la
activacion de las CEH, seguida de la deposicion de MEC y el desarrollo de fibrosis
hepética altamente reproducible después de 4 a 6 semanas desde la primera
inyeccion de CCls. El citocromo P450 2E1 (CYP2E1l) en los hepatocitos
centrilobulares metaboliza el CCls para generar radicales téxicos triclorometil (CCls),
qgue promueven la necrosis hepatica (Slater, Cheeseman e Ingold, 1985).
Curiosamente, la interrupcion del tratamiento con CCls provoca la regresion

completa de la fibrosis hepatica (Iredale et al., 1998; Kisseleva et al., 2012).

Es un veneno hepético tipico, dafa directamente las células hepéticas
(principalmente células endoteliales y células del parénquima hepatico en la region
de la vena porta hepatica) al alterar la permeabilidad de los lisosomas y las
membranas mitocondriales (Weber et al., 2003), la toxicidad clasica CCls es inducir
lesion vy fibrosis hepatica (Dong et al., 2016). EI mecanismo de la hepatotoxicidad
inducida por CCl4, especialmente la necrosis y el higado graso, ha sido durante
mucho tiempo un tema desafiante para muchos investigadores de diversos campos

en los ultimos 50 afios. Aunque los mecanismos de los dafios tisulares son
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diferentes entre las sustancias quimicas y los tejidos afectados, el CCls desempeia

un papel clave en la lesion tisular (Gaul et al., 2021).

B) Fibrosis hepatica inducida con _dietilnitrosamina (DEN)

La toxicidad de varias nitrosaminas en animales y humanos esta bien establecida,
se sabe que pequeiias cantidades de DEN pueden causar lesiones hepaticas
graves en un lapso de 7-18 semanas (Dong etal., 2016; Jo etal., 2020). La
administracion de DEN provoca como consecuencia una deposicion excesiva de
proteinas de la MEC en el higado, por lo que, es un inductor apropiado para el

estudio de la fibrosis hepéatica (George & Chandrakasan, 1996).

El DEN, también es un carcind6geno que provoca estrés oxidativo significativo y
mutaciones del ADN, aumenta la lipotoxicidad y acelera la progresion de la fibrosis
y la cirrosis. La administraciéon Unica de DEN, 6 dias por semana durante 15
semanas logré la aparicion de fibrosis hepatica en roedores, confirmando que la
utilizacion de DEN es extremadamente eficaz en la induccién de fibrosis hepatica,

cirrosis y canceres, provocando la perdida de la funcién hepatica (Yan et al., 2022).
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4 - Justificacion

Las enfermedades hepaticas cronicas se han convertido en un problema importante
de salud a nivel mundial, por la gran cantidad de factores que predisponen a la
poblacién a poder padecerlas. Normalmente este tipo de enfermedades pasan
desapercibidas ya que no generan una sintomatologia considerable, lo cual es un

problema para su diagndstico y correcto tratamiento.

Cabe destacar, que todas estas enfermedades hepéaticas crénicas resultan en la
formacién de fibrosis hepatica, que, si bien en un estadio temprano puede ser
reversible, en la mayoria de los casos se detecta en estadios avanzados que
imposibilita su correcto manejo. Esta evolucion de la fibrosis avanzada puede llegar
a su ultima fase que es conocida como “cirrosis hepatica” caracterizada por la

pérdida de la funcionalidad del higado que puede ser mortal.

En la actualidad no hay tratamientos que sean efectivos y especificos contra la
fibrosis hepatica, los farmacos que son recomendados para tratar esta enfermedad
son enfocados en la eliminacion del agente causal de la lesion, mas no en actuar

sobre el mecanismo de la fibrosis.

Por lo anterior, se continian desarrollando proyectos de investigacion para evaluar
alternativas en el tratamiento de la fibrosis hepéatica. Varios estudios postulan el
potencial efecto de la L-carnitina sobre diversas enfermedades hepaticas, B-HFC es
un analogo de la L-carnitina que conserva su efecto terapéutico, acompafiado de
mejores caracteristicas farmacocinéticas a su antecesor, asi como de un margen

de seguridad elevado.
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5.- Hipotesis

La B-HFC reduce la fibrosis hepatica en ratas Wistar macho.

6.- Objetivo general

Evaluar el efecto de B-HFC en la fibrosis hepética inducida en un modelo in vivo

6.1.- Objetivos especificos

e Evaluar sila B-HFC reduce las fibras de colageno en el higado de ratas
con fibrosis hepética mediante tincion tricromica de Mason.

e Evaluar sila B-HFC reduce las células estelares hepaticas mediante
microscopia electrénica de transmision.

e Analizar el efecto de B-HFC en la morfologia hepética en ratas con fibrosis
hepética mediante tincion H&E.

e Evaluar sila B-HFC modifica las enzimas marcadores de dafio hepatico en

ratas con fibrosis hepatica mediante la cuantificacion de enzimas hepaticas.
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7.- Métodos

A) Material de ensayo y animales

B-HFC se obtuvo de NUCITEC S.A. de C.V. (Qro., México). Para su administracion
se disolvié en agua desionizada las cantidades dependian de la dosis y cantidad a

emplear. Para este modelo se decidio utilizar ratas Wistar macho todas ellas en
edad adulta. Durante la primera semana los animales se aclimataron en condiciones
controladas y se le dio una alimentacién a base de pellets y agua potable. Los
animales fueron tratados de acuerdo con la Guia para el Cuidado y Uso de Animales

de Laboratorio.

Modelo de fibrosis hepéatica inducida en ratas

Se eligié un total de 16 ratas las cuales fueron divididas en 4 grupos (Fig. 9):
1. Control: animales sin tratamiento (n=4)
2. B-HFC: ratas a las que solo se les administr6 el farmaco (B-HFC), con el fin
de confirmar que no exista hepatotoxicidad (n=4)
Fibrosis: ratas a las que se les indujo el dafio hepatico (n=4)
4. Fibrosis+B-HFC: ratas a las que se les indujo dafio hepético acompafiado
de un tratamiento con B-HFC (n=4)
n=16
Los animales del grupo 1 no recibieron ningun tratamiento, estos fueron
alimentados de manera normal con una dieta estandar a base de pellets y agua
potable a libre demanda (ad libitum).
Las ratas pertenecientes al grupo 2 fueron tratadas con B-HFC, este farmaco se
suspendi6é en agua y se administré por via oral a través de una canula rigida en
dosis de 100 mg/Kg. Cada dosis fue individualizada por peso de cada animal y
ajustada semanalmente, el tratamiento con B-HFC se inici6 en la semana 3, y se
administré durante las posteriores 4 semanas.
Para el grupo de dafo hepatico (grupo 3), se administré durante la primera semana
(después de la semana de aclimatacion) un tratamiento con Dietilnitrosamina (DEN)
en una dosis de 7 mg por cada 100 gramos del animal, utilizando como diluyente o

vehiculo el PBS, este se aplicd dos veces a la semana por via subcutanea. En la

36



siguiente semana se pauso el tratamiento con DEN y se sustituy6 por CCls al 30%,
en una dosis de 1.5 ml/kg diluido en aceite de maiz, este se aplicd 2 veces a la
semana por inyeccion subcuténea, y se llevo a cabo durante las posteriores 4
semanas. Ajustando la dosis por el peso de cada rata de manera semanal.

El tiempo total de induccion del dafio hepatico fue de 5 semanas. Una vez
transcurridas estas 5 semanas, se consider¢ establecida la fibrosis hepatica en las
ratas estudiadas.

Finalmente, para el grupo 4 se dio el mismo tratamiento que al grupo 3, con la
diferencia de que a estas ratas se les aplico simultdneamente la 3-HFC en una dosis

de 100 mg/Kg 5 veces por semanas durante las posteriores 4 semanas.

Sacrificio

Control N |
e
Fibrosis [ I——

Fibrosis
+p-HFC [

| l | | 1 1 |
, 1 1 | 1 — | Semanas

2 3 4 500 B ¥

a
B oicta estincar [ oEN 7 mgr00g
[ eHrc10omgke [ cci4 15mikg

Figura 9. Tratamiento aplicado en grupos experimentales. La fibrosis hepética se
indujo con DEN y CCls, en la quinta semana se tuvo el dafio deseado.
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Analisis histopatoldgico del higado

Para el andlisis histolégico del tejido hepético se utilizd la técnica Tricromica de
Masson que nos permite observar fibras de colageno, también se realiz6 la tincion
de hematoxilina y eosina para poder observar la estructura del tejido y detectar

cambios en la morfologia hepatica.

Para la tincién con Tricrémica de Masson el procedimiento fue el siguiente:

Se realizaron cortes al higado de rata, de estos se obtuvieron cortes con un tamafio
de 4 micrones, después estos se desparafinaron e hidrataron en agua destilada.
Primero se fijo en solucion de formaldehido y luego se realizé un montaje con liquido
de Bouin durante 1 hora a 56-60 °C, se enfrid y lavé en agua destilada para quitar
el color amarillo. Se realizé un tefiido con hematoxilina férrica durante 10 minutos y
se lavé en agua destilada durante 10 minutos. Luego se realiz6 tefiido con la
solucién de escarlata fucsina acida durante 2-5 minutos y se lavé con agua
destilada. A continuacion, se tratd con la solucion de &cido fosfomolibdico-
fosfotungstico durante 10-15 minutos y luego se realiz6 el tefiido con solucion de
azul de anilina 15 minutos. Se lavé en agua destilada, deshidratd, aclar6 y mont6
en un portaobjeto.

Para la tincidbn con hematoxilina-eosina el procedimiento fue el siguiente:

Las muestras de higado ya fijadas, incluidas en parafina y colocadas en
portaobjetos se llevaron al tren de tincién, donde se quité la parafina que estos
pudieran tener en exceso, aplicando bafios en xilol absoluto. Después se rehidrato
la muestra con etanol absoluto posteriormente con etanol a diferentes
concentraciones y por ultimo con agua destilada (100, 95 y 80% etanol). El
portaobjetos se tifid en solucion de hematoxilina de Mayer por un tiempo total de 8
minutos. Pasados los 8 minutos se lavé con agua corriente y se vir6 utilizando una

solucion de carbonato de litio. Lo que siguio fueron lavados con agua destilada para
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después llevar el contraste con una solucion de eosina por un tiempo de 2 minutos.
Se repitio el proceso de deshidratacion/aclaramiento. Por ultimo, se realizo el
montaje en resina sintética.

Tanto las histologias con TM y HE fueron observadas a aumentos de 10X y 40X.
Se tomaron fotos representativas bajo un microscopio de luz (Olympus) y utilizando

el analizador de imagenes Motic.

Anélisis ultramicroscépico

Para el andlisis ultraestructural, se fijaron bloques de tejido hepatico (tejidos de 1 -
2 mm) con formaldehido al 4 % en buffer fosfato 0,1 mol/l (pH 7,2) durante 1 h, y se
afadié OsOs al 1% para continuar la fijacion (30 min a 27 °C y 30 min a 4 °C). Se
deshidrato colocando concentraciones crecientes de alcohol etilico. Los bloques se
incrustaron en resina epoxidica. Finalmente se cortaron secciones ultrafinas (80 nm)
y se examinaron en el microscopio electronico Libra 120 PLUS de la marca Zeizz

utilizando el software Gatan Microscopy Suite.

Anélisis de marcadores de dafio hepéatico

Se obtuvo sangre por puncién cardiaca y se coloco en un tubo rojo, posteriormente
se centrifugd y obtuvo el suero, el cual se almacend para cuantificar los niveles de:
e Alanina aminotransferasa (ALT)
e Aspartato aminotransferasa (AST)
e Fosfatasa alcalina (ALP)

e Gamma glutamil transferasa (GGT)
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Todos estos se cuantificaron por colorimetria utilizando un kit comercial de reactivos
de la compaiia ELITech, México, siguiendo las especificaciones técnicas del
proveedor. Finalmente se lee la absorbancia a una longitud de onda de 405 nm en
un lector de placas (Victor X3 Multimode plate Perkin Elmer). Los valores obtenidos

fueron agregados a una hoja de Excel y se reportaron.

Anélisis estadistico

El analisis estadistico se realizé mediante un ANOVA de una via. Las diferencias
individuales entre tratamientos se analizaron con la prueba post hoc de Tukey. Los
resultados obtenidos se consideraron estadisticamente significativos cuando
p<0.05.
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8. Resultados

8.1 Efecto de la B-HFC sobre las fibras de coldgeno en un modelo de fibrosis
inducida in-vivo

En el presente proyecto evaluamos el efecto de la B-HFC en la fibrosis hepatica,
mediante la evaluacion histologica de fibras de colageno en tejido hepatico tefiido
con la tincién tricromica de Masson. Con esta técnica las fibras de colagena se tifien
de color azul, permitiéndonos diferenciar las fibras de colageno del resto de células
hepaticas. En la figura 10 podemos observar el efecto de B-HFC sobre la fibrosis
hepatica en los distintos grupos analizados. La figura 10A pertenece al grupo
control, con los animales sin ningun tipo de tratamiento. En las muestras
histoldgicas del higado evaluadas en este grupo observamos una pequefia cantidad
de tejido conectivo tefiido en color azul que corresponde a fibras de colageno
rodeando los vasos sanguineos, ubicacion normal en tejido sano. En la figura 10B,
observamos el tejido de una rata que fue tratada unicamente con la B-HFC, en este
corte las fibras de colageno se encuentran alrededor del vaso sanguineo, muy
similares al grupo control. En la figura 10C, observamos un corte histologico de
animales con fibrosis hepética, se observa un aumento significativo o
sobreproduccién en las fibras de colageno a lo largo del parénquima hepético
indicando la presencia de fibrosis hepatica. Finalmente, en la figura 10D, se observa
que el tratamiento con - produjo una disminucion de la cantidad y extension de las
fibras de colageno en el parénquima hepatico de animales con fibrosis hepatica.
Estos resultados sugieren que la B-HFC reduce la produccion de fibras de colageno
y disminuye la extension del tejido conectivo asociados al desarrollo de fibrogénesis

en ratas con fibrosis hepética inducida en un modelo en vivo.
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Figura 10. Efecto de B-HFC sobre la fibrosis en ratas con dafio hepatico. Cortes
histolégicos representativos de los grupos: A) Control, B) B-HFC, C) Fibrosis y D) Fibrosis
+ B-HFC. La fibrosis se puede observar en color azul (flechas) mientras que los hepatocitos
se tifien de color rosa. Tincion tricromica de Masson. Amplificacion 10X y 100 X.
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8.2 Efecto de B-HFC sobre las células estelares hepaticas en un modelo de
fibrosis hepatica inducida in-vivo.

El dafio cronico a los hepatocitos permite la activacion de células estelares
hepéticas (CEH), que inician el proceso de la fibrogénesis con la produccion de
colageno fibrilar. Con la finalidad de evaluar el origen de las fibras de colageno en
nuestro modelo de fibrosis hepatica inducida en ratas, analizamos la presencia de
células estelares activadas (miofibroblastos), caracterizados por la presencia de
forma alargada vy fibrillas de colagena a su alrededor, la visualizacion se hizo
mediante microscopia electronica. En la figura 11 se presentan imagenes tomadas
a 650x y 2000x de areas representativas del tejido hepatico de los distintos grupos
estudiados. Los hepatocitos mostrados en el grupo control y grupo de B-HFC no
presentaron anomalias estructurales, en ellos se puede observar el tamafio y
morfologia normal nivel celular y nuclear sin la aparicion de vacuolas. Los
hepatocitos en el grupo con fibrosis hepatica inducida por DEN/CCla4, presentan
notables cambios, asi como aparicion de vacuolas que se hacen notorias en estos
aumentos.

Por otra parte, cada area fue analizada para cambios en la morfologia de células
estelares asociados con su activacion y una sobreproduccion de fibras de colageno
(figura 12). Cabe destacar que en los animales con fibrosis hepatica inducida se
pueden observar células estelares rodeadas de fibras de colagena, lo que indica su
activacion. Interesantemente, B-HFC permite una disminucion importante de las
fibras de colagena y reduccion de la presencia de CEH activadas en las distintas
zonas analizadas. Por lo tanto, estos resultados sugieren, que B-HFC disminuye la
presencia de células estelares con una morfologia asociada a su activacion,
reduciendo los niveles de fibras de colagena en ratas con fibrosis hepética inducida

en un modelo in vivo.
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CONTROL B-HFC FIBROSIS FIBROSIS + B-HFC

Figura 11. Efecto de la B-HFC sobre los hepatocitos. Se presentan imagenes
ultraestructurales representativas de los distintos grupos analizados. En las secciones
pertenecientes al grupo Control y B-HFC podemos ver hepatocitos sanos, caracterizados
por su tamafio, nula aparicion de vacuolas en su interior y su nucleo en la parte central de
la célula. En la seccion del grupo con fibrosis detectamos hepatocitos dafiados, estos
presentan aumento de tamafio y acumulacion de una gran cantidad de vacuolas dentro de
ellos. Por ultimo, en la seccion del grupo de Fibrosis + B-HFC tenemos hepatocitos que
presentan un menor dafio a los observados en el grupo con Fibrosis. TEM Amplificacion
650X y 2000X.
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FIBROSIS

Figura 12. Efecto de B-HFC sobre las células estelares. La principal célula pro-fibrética
es la Célula estelar hepéatica. En la fibrosis estas células estan activadas y sobre producen
colageno fibrilar. Por lo anterior, usualmente las CEH se encuentran en mayor cantidad en
el higado dafiado. En la figura podemos detectar estas células en la seccion perteneciente
al grupo con fibrosis siendo marcadas por los asteriscos y rodeadas por fibras de colagena
(Flechas). En el caso del grupo de Fibrosis + 3-HFC, no se observan estas células e incluso
se tiene una cantidad menor de fibras de colagena.

8.3 Efecto de la B-HFC sobre la arquitectura hepéatica en un modelo de fibrosis
inducida in-vivo

La administracion de agentes exdgenos al organismo puede causar hepatotoxicidad
y por lo tanto provocar cambios estructurales tanto macroscopicos como
microscoépicos en el higado. Para identificar estas alteraciones, analizamos los
higados en fisico y en cortes tefiidos con H&E en muestras de animales con fibrosis
hepética. En la figura 13 se presentan fotografias de higados representativos de
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los distintos grupos estudiados. Los higados mostrados en los grupos control y
tratados solo con B-HFC muestran caracteristicas similares a las de un higado “sano”,
destacando su coloracion rojiza y “viva”, asi como su textura lisa y su tamafo normal
sin sefias de inflamacion. Por otra parte, el higado perteneciente al grupo con
fibrosis hepéatica muestra una coloracidbn mas opaca, acompafiado de un aumento
de tamafo y una apariencia mas “arrugada” a comparacién de la figuras A y B.
Finalmente en la figura D vemos que la B-HFC mantuvo la textura “lisa” del higado,

asi como un tamafio y similar a la del tejido sano.

Figura 13. Cambios macroscoépicos en el higado en la fibrosis hepatica.
Higados representativos de los grupos: A) control, B) B-HFC, C) Fibrosis, D) B-HFC.
En la seccion A y B tenemos 2 higados sanos; caracterizados por una coloraciéon
rojiza, apariencia “lisa” y su tamafio normal, en la seccién C vemos un higado
inducido a fibrosis, en donde el higado pierde su coloracion y se vuelve opaco, su
textura se vuelve de “lisa” a “aspera” y su tamano se ve modificado, por ultimo, en
la D tenemos un higado con notable mejoria a comparacién del grupo de fibrosis; la
textura y tamafio se acercan mas al del grupo control.
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Para confirmar que la administracion de B-HFC por si sola no causa hepatotoxicidad
y que si mejoraba la arquitectura hepéatica del higado dafiado, analizamos cortes
histologicos tefiidos con hematoxilina-eosina (H&E) y se observaron bajo un
microscopio con el objetivo de 10X (figura 14). En el grupo control se presenta la
arquitectura hepatica de un higado sano, a este aumento podemos destacar los
cordones formado por los hepatocitos sin ningun tipo de obstruccion en él, asi como
la formacion tradicional de los mismos; en forma de "cordones" que salen de la vena
central. En la figura 14B podemos vemos que la administracion de B-HFC por si
sola no alterd la estructura hepética, siendo similar a la del grupo control. Sin
embargo, el grupo con fibrosis hepatica (figura 14C) se observé una muy marcada
diferencia comparado con el grupo sano; ya no se observa el cordén de hepatocitos
uniforme, este se ve invadido por hepatocitos balonizados y fibras de colageno, por
lo que tampoco se puede distinguir la formacion tradicional de los hepatocitos
alrededor de la vena central. Sorprendentemente, en la figura 14D podemos
distinguir como el tratamiento con B-HFC, restauré la arquitectura hepatica, vemos
menor células balonizadas y fibras de colageno en el parénquima, haciendo que la

arquitectura hepética sea mas parecida a la del grupo control.

Para detectar estos cambios morfologicos a nivel se analizaron histologias a 100X
(figura 15). En la figura 15A y B los hepatocitos poseen caracteristicas de tamafio
normales como lo vimos en la imagen 15, a estos aumentos también se puede
distinguir su nucleo bien formado. En la figura 15C se ve una notable diferencia en
la morfologia del hepatocito; este se encuentra completamente invadido por
esteatosis microvesicular (vacuolas de grasa de distintos tamafios), estas vacuolas
incluso han desplazado el ntcleo hacia un costado. También en estos aumentos se
observa esteatosis macrovesicular (vacuolas de grasa de mayor tamafo) en el
parénquima del higado, todo lo anterior mencionado nos confirma que existe un
dafio hepatico. En la figura 15D podemos ver que la administracion de B-HFC
disminuyo en gran medida los hepatocitos invadidos por vacuolas, los hepatocitos
tienen una morfologia mas cercana a los hepatocitos observados en el tejido sano,
asi como una disminucion en la esteatosis comparado con la figura 15C. Por lo

anterior, nuestros datos sugieren que la administracion de B-HFC no produce
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hepatotoxicidad al no alterar la arquitectura hepatica en el higado sano, por el
contrario, su administracién restaura la arquitectura hepatica en un higado con

fibrosis hepatica.

Figura 14. Efecto de B-HFC sobre la arquitectura hepatica en ratas con fibrosis.
A) Control, B) B-HFC, C) Fibrosis y D) Fibrosis + B-HFC. La arquitectura hepatica
se ve alterada cuando existe dafio hepatocelular. Puede aparecer fibrosis, células
en balon y se ve alterada la formacion de los hepatocitos. CB: Células en balén,
F: fibrosis, VC: vena central. Tincion hematoxilina-eosina (HE). Amplificacion
10X.

48



2 : F o =T T
A "(:(- 'Bg,i' ". ‘E .\‘Cﬂ'_:‘ '-' :‘
£ ‘ ALY NS s B Ay
g s = . B 1 *‘ v‘: ."(’"' = : -
ER) TR o 0
- 3 N {*'- % A
. » D . N S A >
r‘ 2 o : ool O o . , N
PN | o F ¥ dHFC. N
CONTROL ] P4 e I P - .
'_' 7] N ; 7 I T : X BT I s
Mo \ o R e e ? o )
n CB. SRR N Al g it AW SIEFORER S DY %
N Sk bR N U ¢ (ﬁ’y ) Pt RO
R 4 [ ' Rt e PR j.}}
e sl toigy o bl gkl S i
) A P q % &~ _q A o
Bl N g s ot 24 Sz ¥ \» .‘ Ly 2le
At e B o ‘ b4 iy - S o
10 g I R R o) : 8R4 1
I‘A'“. i E ’ S @ F ¢ & a » s . 3 G/& ?J
e <V 4 N Yoo 5 - ; §
A< 0 - 3 3 - PSS TN ot ) &
e\ perosis”_ @0 P . UfiBROSIS £.p-HFC <" ¢

Figura 15. Efecto de B-HFC sobre la arquitectura hepética en ratas con fibrosis.
A) Control, B) B-HFC, C) Fibrosis y D) Fibrosis + B-HFC. Las células en balén se
caracterizan por tener dentro de si acumulacion de liquidos, por aumentar su
tamafio y desplazar su nucleo. En el higado dafiado también se puede observar
esteatosis y fibrosis. CB: Células en baldn, F: fibrosis, E: e. Tincion hematoxilina-
eosina (HE). Amplificacién 100X.

8.4 Efecto de B-HFC sobre la funcion hepética en ratas con dafio hepatico

En la clinica existen una serie de pruebas que se realiza a pacientes con sospecha
de enfermedad en el higado, las llamadas pruebas de funcion hepatica. Esas
pruebas incluyen entre otras a las enzimas ALT, ALP, AST y GGT, que fungen como
herramienta en la detecciéon de dafio y pérdida de la funcién hepética. Obtener
niveles altos de dichas enzimas, podrian indicar una posible disminucion de la
funcion hepatica. En este trabajo se determinaron las concentraciones de estos

marcadores, en la Tabla 2 se colocaron los valores obtenidos. Cabe destacar que
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los datos del grupo control fueron los considerados como referencia para el analisis
de los distintos grupos. Los resultados obtenidos evidencian el aumento de los
niveles enziméticos en el grupo con fibrosis hepatica. Mientras que en el grupo con
fibrosis que recibio el tratamiento con B-HFC, se observé una marcada disminucion

de los valores enzimaticos del grupo de animales con fibrosis

Tabla 2.- Pruebas bioquimicas realizadas en distintos grupos de ratas Wistar

macho
Enzima Control B-HFC Fibrosis Fibrosis + -
HFC
Aspartato
aminotransferasa
(AST) 105.5+24.2 101.8 £16.4 | 205.31 £ 38.91 78.8 £ 38.3
Alanina
aminotransferasa 275+ 2.0 237x1.0 174 £ 5.7 142+ 26
(ALT)
Fosfatasa alcalina
(ALP) 209.35+28.77 | 215.0£29.9 |282.4+21.9 269.02 +41.4
Gamma glutamil
transpeptidasa 45.0 + 6.83 433+11.28 |62.7+16.16 |51.25+11.5
(GGT)

Para un mejor entendimiento, los valores de AST fueron graficados y presentados
en la Figura 16. El nivel de AST del grupo de animales con fibrosis hepética
aumentd dos veces mas que el del grupo control. Por otro lado, el grupo con fibrosis
que recibio el tratamiento con B-HFC mostré una disminucion de mas del 50%
comparado con el grupo con fibrosis. Por ultimo, cabe sefalar que el grupo control
y el grupo de B-HFC mostraron resultados muy similares, lo que sugiere que el
farmaco por si solo no altera la funcidén hepatica. Nuestros resultados sugieren que
B-HFC cumple una funcion hepatoprotectora al disminuir los niveles de AST de
manera significativa, mostrando ser eficaz en la disminucion del dafio hepético y

ayudar en la recuperacion de la funcion hepatica.
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Figura 16. Nivel de AST en ratas Wistar con dafio hepatico. Los niveles elevados
de AST en la sangre pueden indicar que existe alguna enfermedad del higado, la
disminucién de estos niveles se asocia a una mejoria de estas enfermedades y
también a la restauracion de la funcion hepatica.
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9. Discusion

Las enfermedades hepaticas continian aumentando su prevalencia a nivel mundial,
esto gracias a una gran cantidad de factores que favorecen a su desarrollo. Todas
las enfermedades hepéticas son capaces de producir dafio hepatocelular, que, si
se mantiene de manera cronica puede llevar a la fibrosis hepatica. La fibrosis
hepatica se caracteriza principalmente por la acumulacion excesiva de proteinas de
la MEC producidas por las CEH en estado activado, lo que compromete la
funcionalidad del érgano y lleva a impactar negativamente en la mortalidad de las
personas que padecen alguna enfermedad hepatica (Berumen etal.,, 2021;
Kisseleva & Brenner, 2021). A pesar de ser una condicion cada vez mas comun, en
la actualidad no existen farmacos aprobados contra la fibrosis hepética, por lo que,

cada vez se investigan mas moléculas con potencial poder hepatoprotector.

En este sentido, la L-carnitina se ha utilizado en el tratamiento de trastornos
relacionados al sindrome metabdlico, principalmente en la obesidad (Kim etal.,
2012). Enlos ultimos afios se ha analizado el poder hepatoprotector de la L-carnitina
exdgena, mostrando que su administracion, mejora la funcién y arquitectura
hepatica en pacientes con EHNA (Musso etal., 2010). Sin embargo, es importante
mencionar que esta molécula no posee un perfil farmacocinético favorable para su
prescripcion; destacando una biodisponibilidad menor al 20%. Por lo que, en la
busqueda de nuevos analogos, en nuestro laboratorio evaluamos a la B-HFC, la
cual demostré conservar similar efecto terapéutico, mejorando las propiedades
farmacocinéticas y teniendo un margen de seguridad elevado (Gémez-Solis etal.,
2011; Jorge et al., 2016; Reyes-Esparza et al., 2014).

En la actualidad, para el estudio y entendimiento de enfermedades humanas, asi
como para el desarrollo de nuevos medicamentos, se continta utilizando los
modelos en animales. En este sentido, para la fibrosis hepatica existen algunos
modelos de induccién como: los dietéticos, quirtrgicos, transgénicos e inmunes, sin
embargo, uno de los modelos mas eficaces y utilizados es la induccion por agentes
quimicos (Wu et al., 2023). Entre los agentes quimicos capaces de provocar fibrosis

hepatica se puede destacar al CClsy la DEN, esto gracias a su efectividad, ya que
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se sabe que tras la administracion de CCls 2 veces por semana puede producir
fibrosis hepatica (similar a la de un estadio 3 en humanos) entre las primeras 4 a 6
semanas (Scholten etal., 2015). Por su parte, la DEN es uno de los quimicos con
mayor hepatotoxicidad, capaz de producir necrosis hepatocelular y fibrosis desde la
semana 3 a la semana 6 tras su unica administracion (Cheng et al., 2018; Ghufran
etal., 2021; Rodriguez etal., 2021). Por lo tanto, mezclar estos 2 agentes en un
tratamiento podria ser una estrategia Util para garantizar la aparicion de fibrosis
hepética, asi como para agilizar el tiempo en el que esta aparezca, ya que la
eleccion de otros agentes quimicos puede alargar el tiempo de experimentacion;
casos como el etanol que produce fibrosis hasta la semana 8 pudiéndose extender
hasta la semana 70 (Song etal., 2016), o la tioacetamida que produce fibrosis

posterior a la semana 12 (Lee etal., 2019; Shin etal., 2018).

El objetivo de este trabajo es el analisis del efecto de la B-HFC en la fibrosis hepatica
inducida con CCl4 y DEN. Las imagenes obtenidas en las diferentes histologias, asi
como las bioquimicas confirmaron la hepatotoxicidad del tratamiento con CCl4 y
DEN, al provocar alteraciones como: aumento significativo en la cantidad de fibras
de colagena en el higado, una marcada deformacién de la arquitectura hepatica,
niveles elevados de enzimas asociadas a funcién hepatica, asi como de un posible
aumento de CEH en estado activado (Bataller & Brenner, 2005), sucediendo todo
esto en apenas 5 semanas. Por lo anterior, podemos decir que el modelo en
conjunto del CCl4 y DEN fue la mejor eleccion, al demostrar eficacia y eficiencia, al
producir las alteraciones deseadas en un tiempo menor al propuesto en la literatura
por otros modelos, teniendo incluso un gasto menor de recursos respecto a la

alimentacion y mantenimiento de las ratas analizadas.

Como hemos visto la principal caracteristica de la fibrosis es la acumulacion de MEC
en el higado, por lo que, la disminucion de esta funge como un marcador de la
reversion de dicha condicion (Karsdal etal., 2017). Para determinar la disminucion
de las fibras de colagena, se analizaron histologias de ratas inducidas a fibrosis
hepatica tratadas con 3-HFC, utilizando la tincidbn TM. Las histologias mostraron una

marcada disminucion en la cantidad de fibras de colagena tanto alrededor de los
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vasos sanguineos como en la periferia de las ratas inducidas a fibrosis hepatica
tratadas con B-HFC en comparacion de las ratas con fibrosis hepatica. Nuestros
resultados son similares a los observados en el estudio de la evaluacion del efecto
de la mangiferina sobre la fibrosis hepatica inducida con CCl4 durante 8 semanas,
en donde se observé reduccion de la cantidad de fibras de colagena en el higado
de ratones inducidos a fibrosis hepatica por el tratamiento del hepatoprotector
mangiferina, siendo esta reduccion alrededor de los vasos sanguineos (Zhang et al.,
2023), otro estudio con resultado similar es el analisis de la administracion de
propéleo en un modelo de fibrosis hepética, en este trabajo se observo la
disminucién tanto de tamafio como en cantidad de las fibras de colagena en el grupo
inducido a fibrosis tratado con propd6leo en comparacion del grupo de fibrosis (Sayed
etal., 2021). Al comparar estos resultados con los obtenidos por B-HFC, se puede
resaltar la efectividad de la B-HFC para lograr la disminucion de las fibras de
colagena en el higado, ya que se muestra una mayor evidencia de esta disminucion,
e incluso se muestra esta disminucion en areas diferentes como lo son las periferias,

las cuales no se muestran en los otros trabajos.

Un acontecimiento que esta estrictamente ligado al aumento de las fibras de
colagena en el higado es la activacion de las CEH, una mayor cantidad de fibras de
colagena indicara también una mayor activacion de las CEH (Puche etal., 2013).
La activacién de estas células implica cambios en su morfologia, en donde se pierde
su particular forma “estrellada” adquiriendo una forma mas redondeada similar a la
del fibroblasto (Washabau & Day, 2013). Para poder evaluar el origen de las fibras
de colagena se analizé la presencia y morfologia de CEH mediante microscopia
electronica de transmision a 2000 aumentos. Los resultados mostraron una nula
aparicion de estas células en el grupo control y B-HFC, lo cual se relaciona
directamente con la pequefa cantidad de fibras de colagena observadas en la
tincion TM. Por otro lado, en el analisis de las ratas con fibrosis hepatica,
encontramos la presencia de algunas células, que, por su morfologia redondeada y
ubicacion en las areas de mayor dafio, podrian ser indicativos de que son las CEH
en estado activado, este hallazgo explicaria también la gran cantidad de fibras de

colagena observadas en la tincion TM, caso opuesto a las muestras de las ratas
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inducidas a fibrosis hepatica que fueron tratadas con B-HFC, en donde no se
observaron indicios de estas células en las areas analizadas, se sabe que la
reversion de la fibrosis hepética implica una reduccién total o parcial de CEH
activadas, ya que son las principales células pro-fibroticas (Troeger et al., 2012), por
lo que, al no existir un aumento considerable en las fibras de colagena en la tincion
TM, tiene sentido no haberlas observado en este grupo. Resultados similares se
observaron en el estudio de la evaluacion de la genisteina sobre la fibrosis hepatica
inducida con CCl4 (Leija Salas et al., 2007), en donde los resultados mostraron una
reduccion en el numero de CEH activadas en el higado fibrético por el tratamiento
con genisteina en comparacion del no tratado, destacando el cambio en la
morfologia de las CEH, ya que estas en el higado de los animales con fibrosis
hepética se mostraban con un fenotipo proliferativo similar al de los miofibroblastos,
encontrandose en las areas mas dafiadas que eran caracterizadas por abundantes
depdsitos de colagena. Previamente, se habia demostrado que el tratamiento con
B-HFC disminuye la expresién de a-SMA en un modelo de EHNA (Sanchez-
Quevedo etal., 2022), la expresion de a-SMA es un marcador de la activacion de
las CEH, por lo que este resultado observado en la microscopia electronica de
transmision complementa la evidencia respecto a la interaccion entre la -HFC y la

activacion de las CEH.

Con el fin de encontrar alteraciones en la morfologia hepatica, se analizaron
histologias tefiidas con H&E. Los resultados evidenciaron que la administracion
unica de B-HFC no genera ningun tipo de hepatotoxicidad al no producir ningun tipo
de alteracion en la arquitectura hepética, lo cual reafirma lo observado en la
administracién de B-HFC en un modelo de EHNA; nulos cambios en la arquitectura
hepética respecto al grupo control (Sanchez-Quevedo etal., 2022), asi como
confirma el alto margen de seguridad de esta molécula, obtenido en estudios
toxicoldgicos (Jorge etal., 2016). Por su parte, en las ratas con fibrosis hepatica se
observaron cambios notorios en la arquitectura hepatica: el mas evidente fue la
aparicion de las células en baldn, estas células se caracterizan principalmente por
un tamafo aumentado (debido a que dentro de si alojan liquido), la aparicion de

células en baldn indica dafio hepatico. Por ultimo, el grupo que fue tratado con [3-
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HFC mostré una marcada disminucion en cuanto a la cantidad de células en balon
presente en las areas analizadas, logrando la restauraciéon de la arquitectura
hepética, lo cual se puede asociar a la disminucion del dafio hepético. Datos
similares se presentan en muestran en la evaluacion el efecto de D-carvona en la
fibrosis hepatica en un modelo de induccién con CCl4 (Ogaly etal., 2022); la
administracion de D-carvona mejoré de manera notoria la arquitectura hepatica,
disminuyendo las células dafiadas, lo cual fue relacionado con la disminucion del
estrés oxidativo. Por otro lado, el tratamiento con Paeonol (Wu etal., 2019) redujo
significativamente las células hepaticas necroticas, disminuyendo las lesiones
observadas en las histologias de los roedores con fibrosis hepatica por CCl4, al
igual que con la D-carvona este hecho se asoci6 con la mitigacion del estrés
oxidativo. Actualmente no se tiene un mecanismo de accion definido para la 3-HFC,
sin embargo, se conocen algunos estudios en donde la L-carnita ha demostrado
efecto antioxidante en diferentes enfermedades (Agarwal etal., 2018; Cao etal.,
2014; Li etal., 2012; Maguina-Alfaro etal., 2020), la similitud entre el efecto
terapéutico de la L-carnitina con la -HFC podria ser un indicativo de que la B-HFC
logra la restauracion del tejido hepatico dafiado por el CCl4 por la disminucion del

estrés oxidativo.

Finalmente, para evaluar alteraciones en la funcién hepatica de los distintos grupos
analizados se realizaron pruebas bioquimicas correspondientes a enzimas
marcadores de funcion hepatica (ALT, AST, ALP, GGT). Los resultados mostraron
que la administracion unica de B-HFC no altera la funcion hepética, obteniendo
niveles enzimaticos similares a lo del grupo control, la funcidn hepatica se puede
relacionar con el nivel de dafio hepatocelular que sufre el higado, entre mas dafio
celular exista, menor sera la capacidad de respuesta del higado, por lo que, este
resultado esta acorde con lo observado en las histologias tefiidas con HyE. En las
ratas con fibrosis hepatica se observd un aumento en los niveles de todas las
enzimas analizadas en comparacion con el grupo control, sin embargo, solo AST
mostré diferencias significativas. AST es una enzima que se puede encontrar en
mayor medida en el higado, si las células hepaticas son dafiadas, estas liberan el

AST al torrente sanguineo, por lo que un aumento en la concentracion de esta
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enzima esta directamente relacionado al dafio hepatico. Por lo contario, las ratas
tratadas con B-HFC obtuvieron niveles séricos similares a los obtenidos en el grupo
control, la disminucion de los niveles de AST en el higado dafiado indica la
recuperacion de la funcién hepética. Resultados similares, fueron reportados en la
evaluacion de Maresin-1 en un modelo de fibrosis hepatica inducida, en donde se
observd una atenuacion en los animales que recibieron el tratamiento de dicha
molécula a comparacion de los que no recibieron, observandose un acercamiento
a los valores del grupo control y sirviendo como un indicativo de la disminucién del
dafio hepatico y la restauracion de la funcién de este 6rgano (Rodriguez et al.,
2021).



9. Conclusiones

9.1 Conclusion general

B-HFC disminuyd la fibrosis hepatica en un modelo de fibrosis hepatica in vivo.

9.2 Conclusiones particulares

La B-HFC disminuyod las fibras de colagena en el higado de ratas con fibrosis
hepatica inducida por DEN/CCla.

La B-HFC redujo las CEH en estado activado en ratas con fibrosis hepatica
inducida por DEN/CCla.

La B-HFC mejord la arquitectura hepatica de ratas con fibrosis inducida por
DEN/CCla.

La B-HFC mejor6 la funcion hepatica de ratas con fibrosis inducida por
DEN/CCla.
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