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EL PAPEL DE SPARC (Secreted Protein, Acidic and Rich in Cysteine)
EN EL DANO HEPATICO AGUDO Y EN LA FIBROSIS HEPATICA

Resumen

La insuficiencia hepdatica aguda grave es un sindrome clinico caracterizado por un deterioro agudo
y severo de la funcion hepatica, producto de la destruccidon masiva de los hepatocitos. El Unico
tratamiento curativo es el trasplante hepatico, que afronta un costo elevado y el problema de la
escasez de drganos. Por otra parte, la cirrosis es el resultado final de procesos repetidos de dafio y
reparacion cronicos causados por diversos agentes como el alcohol y la infeccidon crénica por los
virus de la hepatitis B y C. Tanto la falla hepdtica aguda como la cirrosis constituyen un problema de
salud publica a nivel mundial.

SPARC es una glicoproteina matricelular, involucrada en diversos procesos bioldgicos como la
remodelacidn tisular, el depédsito de colageno y la regeneracién de tejidos. Existen resultados que
han mostrado la induccién de SPARC en respuesta al dafio hepatico por diferentes causas. Mas aun,
se demostré en un modelo de fibrosis avanzada inducido por tioacetamida (TAA) que la ausencia de
SPARC juega un rol protector en la fibrosis hepatica.

Los objetivos principales de este trabajo de Tesis fueron estudiar el rol de SPARC en el dafio hepatico
agudo y crénico y dilucidar los mecanismos moleculares y celulares implicados.

Para examinar el papel de SPARC en la injuria hepdtica se utilizaron tres modelos experimentales de
dafio hepdtico (concanavalina A, D-galactosamina/LPS y el anticuerpo agonista anti-CD95 Jo2), y en
lo tres se observé un incremento de los niveles de expresion de SPARC en el higado, en comparacion
con los ratones sanos. Mas aun, esa induccion fue observada también al comparar la expresion de
SPARC en higados de pacientes con hepatitis alcohdlica aguda con sujetos sanos. Por otra parte, al
analizar los niveles de dafio hepético en ratones deficientes en SPARC o knock out (SPARC”"), se
encontré una disminucién significativa del dafio en los modelos de injuria hepatica evaluados.
Inclusive, los ratones heterocigotos para SPARC mostraron un dafo intermedio y los ratones SPARC
/- que fueron tratados con un adenovirus que expresaba una secuencia antisentido para el ARNm de
SPARC fueron sensibles nuevamente al dafio inducido por Con A. Los ratones SPARC”" mostraron,
ademads, una marcada reduccion en el proceso necro-inflamatorio inducido por Con A. Asimismo, la
magnitud del infiltrado por células T CD4", la expresion de las citoquinas pro-inflamatorias como

TNF-a e IL-6 y la presencia de apoptosis fueron notablemente atenuadas en los ratones SPARC”. En



linea con este hallazgo, un andlisis mediante microscopia electrénica reveld que la monocapa celular
del endotelio sinusoidal hepdatico se encontraba preservada y estudios de inmunomarcacion
mostraron menor expresién de VCAM-1. En esta linea, los ensayos in vitro en células humanas
endoteliales (HMEC-1) mostraron que el silenciamiento in vitro de SPARC redujo la magnitud de los
eventos de autofagia inducidos por Con A. En conjunto, estos resultados sugieren que el endotelio
sinusoidal hepatico se encontraba menos activado en los ratones SPARC’- tratados con Con A,
comparado con los ratones SPARC**. Por otra parte, el analisis del transcriptoma revelé redes de
genes que podrian jugar unrol en la atenuacién del dafio hepatico encontrado en los ratones SPARC
/- tratados con Con A, incluyendo genes involucrados en el proceso de apoptosis, desmontaje de la
adhesién celular y organizaciéon del citoesqueleto. Posteriormente, se utilizaron diversas
herramientas de terapia génica a fin de evaluar si la inhibicidn in vivo de la expresidon de SPARC,
tanto de manera previa como posterior al dafio, podria ser utilizada como estrategia terapéutica.
En ambos modelos, tanto preventivo como terapéutico, el silenciamiento de SPARC resulté en una
inhibicion sustancial de la magnitud del dafio hepatico. Como fue mencionado previamente, y de
manera similar a lo observado en el dafio hepatico agudo, la ausencia de SPARC resulté en un efecto
protector hepatico en un modelo de fibrosis avanzada. Con el fin de estudiar los mecanismos
involucrados en este fendmeno, se analizaron los cambios de la expresion génica y proteica
utilizando microarrays o la plataforma 2D-DIGE, respectivamente,en muestras hepaticas de ratones
SPARC** y SPARC” tratados 10 semanas con TAA. El estudio de expresidn génica mostré que luego
de 10 semanas de tratamiento con TAA los ratones SPARC” presentaron incremento en la expresion
de genes relacionados con la reparacion de DNA vy la proliferacion celular. Mas adn, los higados de
los ratones SPARC”- mostraron un incremento significativo de PCNA a las 24 horas, tanto en los
niveles de expresidon génica como de proteinas. De manera similar, la expresidon de proteinas
relacionadas con la regeneracién hepatica (IL-6, HGF e IGF-1) se incrementd en los ratones SPARC”-
. Por otra parte, el andlisis protedmico mostré un aumento en los niveles de proteinas involucradas
con la detoxificacion de especies reactivas del oxigeno (Catalasa, Peroxirredoxina-1 y Glutation-S-
Transferasa P1 y Mul) en los ratones SPARC” tratados con TAA. De manera interesante, en un
modelo de dafio agudo in vitro (hepatocitos de ratones deficientes en SPARC tratados con TAA) se
observd una reduccidn en los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS). Mas aun, las
mitocondrias hepaticas de los ratones SPARC”" tratadas con Con A presentaron menores niveles de

ROS, se encontraron mejor preservadas y la actividad de sus complejos se mostré reducida.



Tomando en conjunto estos resultados podemos sugerir que la ausencia de SPARC tanto en modelos
de dafio crénico como agudo se acompana de disminucién en el estrés oxidativo.

Finalmente, también se sometieron animales al modelo de ligadura del ducto colédoco y se observo
en los ratones SPARC”" disminucidn de la magnitud de la fibrosis y de la inflamacién y una caida en
el nimero de miofibroblastos activados, acompafiada de una disminucién en los niveles de TGF-31,
corroborando lo observado previamente en el modelo de TAA.

Conclusiones: las evidencias obtenidas en este trabajo de Tesis Doctoral permiten afirmar que la
ausencia de SPARC juega un rol protector tanto ante un estimulo de dafio agudo por Con A como
ante estimulos croénicos fibrogénicos como la TAA o la ligadura del ducto colédoco. Mds aun, esa
proteccion podria deberse a una mayor capacidad proliferativa de los hepatocitos o a una mayor
resistencia frente a la accion de ROS. En conclusion, estos resultados sugieren que SPARC podria
considerarse como una nueva diana terapéutica en procesos que involucren injuria hepatica aguda

o cronica.
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ABREVIATURAS EMPLEADAS

2DDIGE: electroforesis diferencial en geles de 2 dimensiones

a-SMA: alfa-actina de musculo liso

ACAA2: 3-cetoacil-CoA tiolasa

AdasSPARC: adenovirus que contiene la secuencia antisentido para SPARC
AdsSPARC: adenovirus que contiene la secuencia sentido para SPARC
AdBgal: adenovirus que contiene la secuencia para la enzima [ galactosidasa
AdCD40L: adenovirus que contiene la secuencia para CD40L

ADN: 4cido desoxirribonucleico

ADNCc: ADN copia

Agk: acilglicerol quinasa

AH: hepatitis alcohdlica

ALT: alanina aminotransferasa

ANXA3: Anexina A3

Aphlb: homdlogo de faringe anterior defectuosa 1b

ARN: acido ribonucleico

ARNi: ARN de interferencia

ARNm: ARN mensajero

ABCC4: miembro de subfamilia C de casete de unién a ATP 4

ASF1B: funcidn ASF1 anti- silenciamiento 1 homélogo B

AST: aspartato aminotransferasa

ATM: ataxia telangiectasia mutada

BARD1: dominio RING-BRCA1 asociado

BDL: ligadura del ducto colédoco

Blm: Bloom sindrome, similar a RecQ helicasa



BM-40: proteina de membrana basal 40

BRCA1-2: cdncer de mama 1-2

Bripl: C-terminal de helicasa 1 de interaccién con BRCA1

BSA: albumina de suero bovino

BVA: mddulo de andlisis de variacién bioldgica

CAPZB: proteina de capping de actina 62

CAT: catalasa

CCla: tetracloruro de carbono

CCL19: quimiocina (motivo C-C) ligando 19

CCL21: quimiocina (motivo C-C) ligando 21

CDA4: cluster de diferenciacién 4

CDA40: cluster de diferenciacién 40

CD40L: ligando del cluster de diferenciacién 40

CD95/Apol: cluster de diferenciacidn 95

CDH1: cadherina-1 o E-cadherina

CDK2: quinasa dependiente de ciclina 2

CDT1: factor de replicacidn 1 de licenciamiento de ADN y cromatina
Chaf1A-B: factor de montaje 1 de cromatina, subunidad A (p150)
CEH: células estrelladas hepaticas

CIDEC: factor de induccidn de fragmentacidn del ADN en muerte celular similar a a efector C
Cldn1: Claudina 1

Cldn4: Claudina 4

CMA: analisis morfométrico computarizado

Con A: concanavalina A
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CTSF: catepsina F

CYP2E1: citocromo P-450 2E1

DAB: 3,3-diaminobenzidina

DAF-FM: 4-Amino-5-metilamino-2’, 7’-difluorofluoresceina
DCFH-DA: dicloro-dihidro-fluoresceina

DEN: dietil nitrosamina

DIA: mddulo de analisis diferencial en gel

DMEM: del inglés: Medio Eagle modificado por Dulbecco
DMN dimetil nitrosamina

EC: calcio extracelular

EGF: factor de crecimiento epidérmico

Egr-1: respuesta de crecimiento temprano 1

ELISA: Ensayo por inmunoadsorcidn ligado a enzimas
ERK: quinasa regulada por sefial extracelular

ESI: ionizacidn por electroespray

ESTs: etiqueta de secuencia expresada

Fancb: anemia de Fanconi, grupo B de complementacién
FasL: Fas ligando

FBP1: metabolismo: fructosa 1,6-bisfosfatasa 1

FGF: factor de crecimiento de fibroblastos

GNMT: glicina N-metiltransferasa

FS-like: dominios folistatina

Gl:Gap 1

GalN/LPS: D-galactosamina/ lipopolisacarido

GO: ontologia de gen
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GSH: glutatidn reducido

GSSG: glutation oxidado

GSTM1: glutatién S-transferasa Mul

GSTP1: Glutatién S-transferasa P1

H&E: hematoxilina y eosina

Hatl: histona acetiltransferasa 1

HCC: hepatocarcinoma

HCV: virus de la hepatitis C

HBV: virus de la hepatitis B

HEK-293: células embrionarias de rifidn humano 293
HGF: factor de crecimiento insulinico 1

HGNA: higado graso no alcohdlico

Hist1H3A: cluster histona 1 H3A

HMEC-1: células microvasculares endoteliales humanas
HSF4: del inglés: Factor de transcripcion Heat Shock 4
IEF: isolectroenfoque

IFN-y: interferén gamma

IGF-1: factor de crecimiento insulinico 1

IL-6: interleuquina 6

IL-10: interleuquina 10

i.p.: intraperitoneal

IPA: Analisis Ingenuity Pathways

i.v.: intravenoso

KCNQ1: canal de potasio dependiente de voltaje, miembro de la subfamilia KQT-like 1

LC: cromatografia liquida
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LC3: cadena ligera de la proteina asociada a los microtubulos 3
LOXL4: lisil oxidasa homdlogo 4

LSEC: célula endoteliales sinusoidales

MAT1A: S-adenosilmetionina sintasa isoforma tipo 1

Mbd4: dominio metil-CpG de unién proteina 4

MCM2: minicromosoma mitotin 2 mantenimiento deficiente
MCM4: minicromosoma homélogo 4 mantenimiento deficiente
MEC: matriz extracelular

MEK/Erk: proteinas quinasas activadas por mitdgenos / quinasas reguladas por sefiales
extracelulares

MHV-3: virus de la hepatitis murina 3

MID2: linea media 2

MpzI1: proteina de la mielina similar a cero 1

MS/MS: epectrometria de masas en tandem

Msh2: mutS homologo 2, cancer de colon, sin poliposis de tipo 1 ( E. coli)
MSHE: Buffer de aislamiento de mitocondrias

NASH: esteatohepatitis no alcohdlica

NTC: control gPCR sin templado

Pagl: fosfoproteina asociada con microdominios de glucoesfingolipidos 1
PBS: buffer fosfato salino

PCGF2: dedo anular del grupo Polycomb

PCNA: antigeno nuclear de proliferacién celular

PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas

PRDX1: peroxiredoxina-1

Polel-2: subunidad catalitica de la polimerasa épsilon (dirigida por ADN)
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PRIM1: primasa de ADN, subunidad p49

PRIM2: primasa subunidad p58

gPCR: PCR en tiempo real

Rfc4: factor de replicacién C (activador-1) 4

ROS: especies reactivas del oxigeno

RPA2: proteina de replicacién A2

Rrm1: ribonucledtido reductasa M1

RT-qPCR: reaccidn en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa en tiempo real
SC1/hevin, QR1: NAD(P)H deshidrogenasa, quinona 1, Testican
SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico
SEM: error estandar de la media

SFB: suero fetal bovino

SCID/NOD: inmunodeficiencia combinada grave / diabético no obeso
siRNA: ARN pequeiio de interferencia

Sox9: region determinante del sexo Y-box 9

SPARC: proteina secretada, dcida y rica en cisteina

SSH1: homdlogo resortera 1

SV40: virus 40 vacuolado del simio

TAA: tioacetamida

TCID50: del inglés: dosis infecciosa de cultivo de tejidos 50%

TGF-B1: factor de crecimiento transformante beta 1

THEMA4: miembro de la superfamilia tioesterasa 4

TLR-4: receptor Toll-like 4

TMSB10: timosina 8

TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa
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TNFRSF14: receptor del factor de necrosis tumoral miembro de la superfamilia 14
Topbpl: topoisomerase (ADN) Il proteina de ligado 1
TRIM25: que contiene motivo tripartito 25

TUBB2B: tubulina clase 8 /b

UA: unidades arbitrarias

UBE2U: enzima de conjugacién a ubiquitina E2U
USP2: peptidasa especifica de ubiquitina 2

VCAM-1: proteina de adhesidn vascular

VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular
VLDL: lipoproteinas de muy baja densidad

vWEF: factor de von Willebrand

ZHX2: dedos de Zinc y homeoboxes 2
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Introduccion

El Higado

El higado es el 6rgano mas voluminoso del cuerpo humano y cumple funciones metabdlicas criticas,
por lo que ha sido considerado como el “cerebro fisiolégico” del organismo. Estd ubicado en la parte
superior del abdomen, debajo del diafragma y por encima del estémago, rifidon derecho e intestino
delgado. Anatdmicamente se encuentra dividido por el ligamento falciforme en dos lébulos
principales y dos l6bulos mas pequeiios, el cuadrado y el caudado, ubicados hacia la parte dorsal.
Ademas, el higado se encuentra rodeado por una fina capa de tejido conectivo fibroso, llamada
capsula de Glisson. Asimismo, la vesicula biliar, de aspecto piriforme, esta situada en la cara inferior

del I6bulo hepatico derecho (Tortora and Derrickson, 2013).

Funcion

Residiendo y haciendo de nexo entre el tracto digestivo y el resto del cuerpo, el higado mantiene Ia
homeostasis metabdlica del organismo. Esto incluye el procesamiento de los aminodcidos de la
dieta, los carbohidratos, los lipidos y las vitaminas, como asi también el almacenamiento de ciertas
vitaminas (A, D y Bi,) e hierro, y la degradacidon de ciertas hormonas. Junto con el musculo
esquelético es el gran almacenador de glucégeno y el principal lugar de gluconeogénesis (conversion
de aminodcidos, lipidos o carbohidratos simples en glucosa). También se encarga de la sintesis de
las proteinas del suero (lipoproteinas, albumina, fibrinégeno y otras proteinas participantes en la
coagulacién sanguinea) y la detoxificacion y excrecién hacia la bilis de los productos enddgenos de
desechos y xenobidticos. En el higado se captan los quilomicrones ricos en colesterol y se descargan
y degradan en los hepatocitos. Los hepatocitos sintetizan y segregan lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL) que son convertidas luego en otros tipos de lipoproteinas séricas. Los hepatocitos
son una fuente importante de colesterol y su principal lugar de excrecion. Juega también un rol
importante en el metabolismo proteico ya que convierte el NHs, que resulta toxico para el

organismo y es producto de la deaminacion de las proteinas, en urea (Levy et al., 2006).

El higado transforma y excreta diversas hormonas, farmacos y toxinas, transformandolas en formas

inactivas mediante reacciones que ocurren en el reticulo endoplasmatico de los hepatocitos. Alli se
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hallan enzimas y cofactores responsables de la transformacién quimica de muchas sustancias, como
los catalizadores de la conjugacidon de muchos compuestos con acido glucurdnico, glicina o glutation.
Facilita asi también que muchos compuestos sean mads hidrosolubles y mas facilmente excretados
por los rifones, mientras que otros se excretan por la bilis. Es por eso que la insuficiencia
hepatocelular produce repercusiones sistémicas que pueden ser criticas (Cotran et al., 2014; Levy

et al., 2006).

Anatomia macroscopica

El sistema de circulacion sanguinea del higado es de naturaleza centripeta. El 65-85% de la irrigacion
del parénquima hepatico proviene de la vena porta que drena la sangre desde el tracto intestinal,
mas pobre en oxigeno y rica en compuestos absorbidos después de la digestion. La sangre oxigenada
proviene de la circulacién general a través de la arteria hepdtica, rama del tronco celiaco. En los
espacios porta, zonas del higado situadas por fuera de los lobulillos cldsicos hepdticos, se
encuentran una rama de la vena porta y otra de la arteria hepatica. Estos lobulillos son las unidades
anatémicas y funcionales del higado y estdn formados por cordones de hepatocitos separados por
sinusoides hepdaticos, que vierten su contenido en una vena centrolobulillar. De este modo, luego
de haber estado en contacto con los hepatocitos, la sangre llega a las venas centrolobulillares, que
drenan en las venas hepaticas y éstas a su vez en la vena cava inferior (Porth, 2009). Entre otras
funciones, los hepatocitos producen sales biliares. Estas sales, junto con colesterol, lecitina, iones
bicarbonato, pigmentos biliares y agua, forman la bilis. La bilis es conducida dentro de canaliculos
biliares formados y limitados por las paredes de hepatocitos adyacentes. Esos canaliculos se
contintdan en conductillos recubiertos de células epiteliales llamadas colangiocitos, que confluyen
en los conductos biliares situados en los espacios porta, que se unen formando un Unico conducto.
A la via biliar extrahepatica se une el conducto cistico, que proviene de la vesicula biliar, y ambos

forman el conducto colédoco que desemboca en el duodeno (Theise et al., 1999).
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Anatomia microscopica

Como se menciond anteriormente, el higado fue cldsicamente dividido en Iébulos hexagonales de
alrededor de 1 a 2 mm de didmetro orientados alrededor de terminales de la vena hepatica (vénulas
terminales hepaticas o venas centrales, Figura 1). Sin embargo, debido a que los hepatocitos
cercanos a la vena central son los mas alejados del suministro sanguineo, se argumenté que estan
en la periferia de los lobulos metabdlicos referidos como acinos. Conceptualizados como
triangulares, los acinos contienen los terminales de la vena portal y arteria hepatica extendiéndose
desde el tracto portal en su base y la vénula central en su apice (Rappaport and Wilson, 1958). El
parénquima del acino hepatico esta dividido en tres zonas, la zona | es la mas cercana al suministro
sanguineo, la zona Ill que es contigua a la vena central y la zona Il en la zona intermedia. Esta
separacidon por zonas es de una consecuencia metabdlica considerable, dado que existe un
gradiente lobular de actividad para muchas enzimas hepaticas (Jungermann and Kietzmann, 1996).
Los primeros hepatocitos en recibir la glucosa y almacenarla como glucégeno estdn en la zona |, y
luego en las zonas Il y lll. Ademds, muchas formas de injuria hepatica exhiben una distribucién por

zona (Cotran et al., 2014; Fawcett and Jensh, 1997).

El parénquima hepdtico estd organizado en |ldminas de hepatocitos que se observan en secciones al
microscopio como cordones de una o dos células de espesor. Los hepatocitos lindantes con el tracto
portal son denominados placa limitante, formando un borde discontinuo alrededor del mesénquima
del tracto portal. Hay una orientacién radial de los cordones de hepatocitos alrededor de la vena
central. Los hepatocitos exhiben una minima variaciéon en tamafio, pero los nucleos pueden variar
en tamafio, numero, y ploidia, particularmente con el avance de la edad. Las células uninucleadas y
diploides tienden a ser la regla, pero hay una fraccidn significativa que son binucleadas y el cariotipo

podria tender a la octoploidia (Cotran et al., 2014; Fawcett and Jensh, 1997).
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Figura 1 Histoarquitectura hepatica

Modelo de la unidad estructural hepatica, el lobulillo hepatico. Las flechas rojas indican el flujo sanguineo
que circula por los sinusoides desde la zona portal hasta la vena central (VC). Las flechas verdes muestran
la circulacién de la bilis desde los hepatocitos que la producen hasta los conductos biliares. TP: tracto
portal. Adaptado de Wallace et al, 2008 (Wallace et al., 2008).

Entre los cordones de hepatocitos estan los sinusoides hepaticos. La sangre arterial y la venosa
portal se mezclan y atraviesan los sinusoides y salen por la vena central hacia las venas
suprahepaticas. Los hepatocitos estan entonces bafiados por sangre mezclada de la vena portal y
de la arteria hepatica, representando el 25 % del gasto cardiaco y dejando a los hepatocitos entre
las células mas perfundidas del organismo. Los sinusoides estan alineados con células endoteliales
discontinuas y fenestradas denominadas en inglés liver sinusoidal endotelial cells o LSEC, que
demarcan un espacio extra-sinusoidal llamado espacio de Disse, dentro del cual protruyen
abundantes microvellosidades de los hepatocitos. El intimo contacto de una gran fraccion de la
superficie del hepatocito con la sangre contribuye a la capacidad del higado para tomar eficazmente
compuestos de la sangre (Levy et al., 2006). Sobre la cara luminal de las LSEC se encuentran unidas
y esparcidas células del sistema monocito fagocitario denominadas de Kupffer o macrofagos

hepaticos, y en el espacio de Disse se encuentran dispersas células que contienen gotas de lipidos,
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de origen mesenquimal, denominadas células estrelladas hepaticas (CEH, también denominadas
células de Ito). Estas células estrelladas juegan un rol en el almacenamiento y metabolismo de la
vitamina Ay se transforman en miofibroblastos productores de colageno cuando hay inflamaciény

fibrosis, como veremos mas adelante (Cotran et al., 2014).

Lindante con los hepatocitos se conforman los canaliculos biliares, que son canales de entre 1y 2
pum de didmetro, formados por surcos en las membranas plasmaticas de los hepatocitos y
delineados del espacio vascular por uniones estrechas. Hay numerosas microvellosidades que se
extienden en estos espacios intercelulares. Los microfilamentos intracelulares de actina y miosina
que rodean a los canaliculos ayudan a impulsar el fluido biliar secretado a través del canaliculo
(Tsukada et al., 1995). Estos canales, compuestos por un epitelio biliar cibico, empiezan en la region
centrilobular y progresivamente siguen el drenaje a los canales de Hering, en el terminal
parenquimal del sistema biliar. Los fluidos biliares son transportados a través del lumen a conductos
biliares interlobulares en los tractos portales, compuestos por un epitelio cubico mas robusto

(Cotran et al., 2014).

Los hepatocitos presentan multiples complejos de Golgi pequefios localizados en la periferia cerca
del canaliculo biliar. Las mitocondrias son muy numerosas y también existen muchos lisosomas y
peroxisomas. Los peroxisomas participan en la actividad oxidativa del metabolismo de lipidos,
purinas, alcohol y en la gluconeogénesis. El citoplasma también contiene numerosos granulos
densos y pequenos de glucégeno. En la cara sinusoidal de los hepatocitos, la membrana presenta
receptores para sialoglicoproteinas, manosa-6-fosfato y otras sustancias tomadas de la sangre por
endocitosis. Las membranas laterales contienen aminopeptidasas, fosfatasas y tres glicoproteinas
gue no se encuentran en otras areas de la membrana. La adenilato ciclasa y la Na*/K* ATPasa se
encuentran tanto en los dominios sinusoidales como laterales. La membrana opuesta forma un
pequefio canal intercelular de 0,5 a 1,5 um de diametro, el canaliculo biliar. Las zonas de la
membrana se separan por un tipo de unién comparable a las uniones estrechas (Fawcett and Jensh,

1997).
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El dafio hepatico agudo

El dafio hepatico agudo es un sindrome clinico caracterizado por un deterioro agudo y severo de la
sintesis hepatica (Bernuau et al., 1986; Stravitz and Kramer, 2009) y se genera por una destruccion
masiva de los hepatocitos, con la consecuente claudicacidon abrupta de la funcidn hepdtica. Es un
sindrome de etiologia diversa y que por distintos mecanismos (inmunoldgico, o directo sobre el
hepatocito o por virus o toxinas) conduce a una insuficiencia del érgano y una elevada mortalidad,
qgue depende de la etiologia y de la edad del paciente (Bernuau et al., 1986). Especificamente, las
causas mas conocidas son las hepatitis virales agudas (hepatitis B y A), drogas hepatotodxicas (como
paracetamol, tuberculostaticos), origen autoinmune, toxinas (amanita phaloides), enfermedades
metabdlicas (por depdsito de cobre) e isquemia aguda (shock cardiogénico)(Bernuau et al., 1986).
Sin embargo, en una proporcion no despreciable de pacientes no existen causas conocidas. Al
producirse el dafio hepatocelular se activan mecanismos de regeneracién hepdatica que, en general,

no son suficientes para restablecer la pérdida de la funcion.

Fisiopatologia del dano hepdtico agudo

Morfolégicamente el higado es un drgano simple, con un limitado repertorio de respuestas a la
injuria. Como respuesta al dafio agudo se gatillan diferentes procesos (Cotran et al., 2014). El dafio
de un insulto téxico o inmunolégico puede ocasionar que los hepatocitos adquieran una apariencia
edematosa (degeneracién por balloonning) con un citoplasma agrupado y espacios vacios. Cualquier
insulto significativo al higado puede causar la necrosis de hepatocitos. La necrosis por lo general
exhibe una distribucidon zonal. La mds frecuente es la necrosis de los hepatocitos situados
inmediatamente alrededor de la vena hepatica terminal (necrosis centrilobular). Una injuria de ese
tipo es caracteristica de la injuria por isquemia y de un nimero de drogas y reacciones tdxicas. La
necrosis de hepatocitos puede estar limitada a células dispersas en los Iébulos hepaticos (necrosis
focal) o a la interface entre el parénquima periportal y los tractos portales inflamados (hepatitis de
interface). La necrosis total de los I6bulos (necrosis semimasiva) o de gran parte del higado (necrosis
masiva) esta usualmente acompanada con falla hepatica. Ademas, la injuria al higado esta asociada
a la llegada de células inflamatorias agudas o crénicas (hepatitis). Aunque la necrosis de los

hepatocitos puede preceder a la inflamacion, el caso opuesto también es verdadero. El ataque a
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células viables por células T sensibilizadas es una causa comun de dafio hepatico. La inflamacién
puede estar limitada al lugar de entrada de los leucocitos (tractos portales) o diseminada a lo largo
del parénquima. Cuando los hepatocitos padecen necrosis o apoptosis, los macréfagos eliminan en
pocas horas a las células muertas, generando acumulos de células inflamatorias. Los cuerpos
extrafios, organismos y una variedad de drogas pueden iniciar una reaccidén granulomatosa(Cotran

et al., 2014).

El resultado final es la aparicion de complicaciones a nivel hematoldgico (trastornos de la
coagulacién), sistema nervioso central (edema cerebral), sepsis y alteraciones metabdlicas e
hidroelectroliticas entre otras (Bernuau et al., 1986; Stravitz and Kramer, 2009). La consecuencia
clinica mas severa de la enfermedad hepdtica es la falla hepatica, que puede ser el resultado de la
inminente y masiva destruccién del higado. Mas frecuentemente, es el fin de un dafio progresivo ya
sea por destruccidn de los hepatocitos o por dafio repetitivo. Cualquiera sea la causa, para que exista
falla hepatica, debe existir ¥80% a 90% de la capacidad funcional del higado afectada. En la mayoria
de los casos, el trasplante de higado es la Unica esperanza para la superviviencia del paciente. Sin
embargo, este procedimiento no esta al alcance de todos los que padecen este cuadro clinico,
principalmente por la escasez de donantes. Desafortunadamente, aun cuando sea posible el
trasplante hepatico, esta enfermedad siempre presenta una elevada mortalidad. Gracias a los
importantes avances en el cuidado y tratamiento médico de la falla hepatica se ha logrado una
mejoria significativa de su sobrevida, del 10-20% a aproximadamente 40,7%. (Cotran et al., 2014;

Stravitz and Kramer, 2009).

Cuando el progreso de la insuficiencia hepatica, desde el inicio de los sintomas a la encefalopatia
hepatica, ocurre dentro de las 2 o 3 semanas, se la denomina falla hepdtica fulminante. Un
desarrollo mas lento, que puede extenderse durante tres meses, se denomina falla subfulminante.
La necrosis hepatica masiva es frecuente, por ejemplo, en la hepatitis viral fulminante. Esta hepatitis
es la causa del 50 al 65% de los casos de falla hepatica fulminante. Puede ser inducida por los virus
de la hepatitis A, B (HBV), C (HCV), D y E o la infeccidn aguda con el virus del herpes. Las drogas y
quimicos que también pueden inducir necrosis masiva en 25 al 30% de los casos son el
acetaminofeno, el halotano, drogas contra la tuberculosis (rifampina, isoniazida), antidepresivos
inhibidores de la monoamino oxidasa, compuestos quimicos industriales como el tetracloruro de

carbono, y venenos de hongos (Amanita phalloides). El mecanismo puede ser por accidén téxica
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directasobre los hepatocitos (por ejemplo el acetaminofeno, el tetracloruro de carbono o las toxinas
de hongos), pero también puede deberse a una combinacién de toxicidad e inflamacién con
destruccién de hepatocitos, mediada por el sistema inmune (Cotran et al., 2014). Existen otras
causas mas raras, pero que también ponen en riesgo la vida del paciente, como la necrosis hepdtica
isquémica, la obstruccidn de las venas hepdticas, la infiltracion masiva del higado, la enfermedad de
Wilson, la hipertermia, y la esteatosis microvesicular, frecuente de observar en el higado graso

agudo durante el embarazo(Cotran et al., 2014).

La falla hepatica fulminante puede presentarse con ictericia, encefalopatia, y hedor hepatico. Las
complicaciones extrahepaticas riesgosas para la vida incluyen la coagulopatia y el sangrado, la
inestabilidad cardiovascular, la falla renal, el sindrome de distress respiratorio del adulto, disturbios
en el equilibrio acido-base y sepsis. En promedio, la mortalidad oscila entre 25% a 90% en ausencia

de trasplante hepatico (Cotran et al., 2014).

Modelos murinos de daio hepdtico agudo

El conocimiento de la fisiopatologia y del tratamiento del dafio hepatico agudo y su tratamiento
dependen del conocimiento generado en modelos animales. No existe un modelo que reproduzca
fielmente la patologia humana y los modelos existentes presentan limitaciones (Newsome et al.,
2000; Rahman and Hodgson, 2000). Sin embargo, dado el conocimiento actual sobre la patologia,
los modelos animales cumplen un papel fundamental, a pesar de sus limitaciones. Los tres
principales procedimientos para generar un modelo animal de dafo hepatico agudo son: los

procedimientos quirurgicos, la injuria quimica y la infeccién (Tunon et al., 2009).

e Modelos quirurgicos
o Hepatectomia: (total o parcial): la hepatectomia fue realizada por primera vez en
perros por Mann en 1921 (Mann, 1921). La extraccion de ~95% de higado en ratas
es un buen modelo de dafio agudo (He et al., 2003), mientras que en ratones se
requieren extracciones menores al 90% para que ocurra regeneracién (Makino et
al., 2005). Los modelos de hepatectomia parcial son equivalentes a lo que sucede

en pacientes con grandes resecciones hepdticas debido a la extirpaciéon de un
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tumor. Con este modelo se demostrd en ratas que la falla hepdtica aguda es una
consecuencia del incremento de la tasa de apoptosis y de la reduccién de la
regeneracion hepdtica (Morita et al., 2002). El equivalente clinico de la
hepatectomia total es el dafio masivo del higado por un trauma o rechazo de un
injerto (van de Kerkhove et al., 2004). La hepatectomia en los modelos animales es
una técnica adecuada para estudiar la insuficiencia hepatica y el tratamiento del
dafio agudo via dispositivos de soporte bioartificiales.

Devascularizacion: (total o parcial): la desvascularizacion completa del higado
puede lograrse mediante la desviacién de la vena porta seguida de la oclusion de la
arteria hepatica, y en la mayoria de los casos también la oclusion del ducto biliar y
vasos hepaticos accesorios (Nakazawa et al.,, 2002; Ytrebo et al., 2002).
Dependiendo del tiempo de oclusiéon, el modelo es frecuentemente reversible. La
devascularizacion es el modelo quirdrgico mas efectivo para estudiar el desarrollo
y el tratamiento del dafio agudo producido por isquemia y sus efectos secundarios

relacionados (Fruhauf et al., 2004).

e Modelos quimicos:

O

Concanavalina A (Con A): una unica inyeccion de Con A induce destruccion del
parénquima hepatico (Mizuhara et al., 1994). La Con A es una lectina que se purifica
de la planta canavalia y se caracteriza por activar la poblacién de células T (Lazarus
et al.,, 1997; Tiegs et al., 1992). La Con A se pega a los residuos de manosa de
diferentes glicoproteinas (por ejemplo en células LSEC) y desencadena una lesién
endotelial sinusoidal hepdtica selectiva, acompafiada de un incremento en la
expresion de moléculas de adhesion como VCAM-1 e ICAM-1, que ocasionan una
infiltracidn rdpida y masiva de células del sistema inmunitario, especialmente
linfocitos T CD4", células Val4 NKT y macréfagos, remedando una reaccion de tipo
autoinmune e inclusive una hepatitis viral, contra las células parenquimatosas
hepaticas (Gantner et al., 1995; Jaeschke, 2002; Kaneko et al., 2000; Wands and
Isselbacher, 1975). En este modelo, aumentan en el tejido hepatico y en el suero las
citoquinas proinflamatorias, mayormente de tipo Thl. Aunque los mecanismos

inducidos por la Con A no se conocen suficientemente, de entre las citoquinas
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inducidas tempranamente es de destacar TNF-a, capaz de inducir la muerte de
hepatocitos (Ksontini et al., 1998; Tagawa et al., 1997). La aplicacién de Con A lleva
a la activacion no especifica de células T (CD4* T, NKT y células de Kupffer) y resulta
en injuria severa con necrosis masiva y hemostasia intra-sinusoidal. La lesién
mediada por células NK depende de la induccidn de otras citoquinas del tipo Thil,
también inducida tempranamente (Kusters et al., 1996; Mizuhara et al.,, 1996;
Tagawa et al., 1997). Otras citoquinas que estarian involucradas en la muerte
hepatocitaria inducida por Con A son TGF-B1vy el IFN-y (Gantner et al., 1995; Kusters
et al., 1996), mientras que IL-10 tiene un rol protector en este modelo (Louis et al.,
1997; Marco et al., 1999). Los niveles sanguineos de IL-2, IL-4, e IFN-y se
incrementan dramaticamente luego de la administracion de Con A (Wang et al.,,
2012). Asi, fue observado que la Con A puede inducir tanto hepatitis dependiente
de células T o independiente (Chang and Lei, 2008; Yang et al., 2010). La injuria
hepatica severa inducida por Con A en animales de experimentacién es usada como
modelo de dafio agudo de hepatitis autoinmune humana, ya que simula varias de
las caracteristicas de esta enfermedad. En la hepatitis autoinmune se observa
inflamacidon del higado, con pérdida de tolerancia a lo propio, niveles de
transaminasas elevados, aparicién de auto-anticuerpos, hipergammaglobulinemia
y hepatitis (Manns et al., 2010). La intervencidn terapéutica con corticoides y otros
farmacos inmunosupresores apunta a evitar la sobreactividad del sistema
inmunitario; sin embargo, estos tratamientos se asocian con diversos efectos

adversos.

Anti CD95, Jo2: Fas (CD95/Apo1l) es una glicoproteina de 43-kDa de la familia de los
receptores del factor de necrosis tumoral (Itoh et al., 1991). La unién al receptor de
Fas induce apoptosis, promoviendo el clivaje catalitico por caspasas enddgenas
(Scaffidi et al., 1998). In vivo, Fas media la apoptosis en numerosos tejidos (Nagata,
1997; Watanabe-Fukunaga et al., 1992); el higado es especialmente sensible, ya que
la administracion sistémica del anticuerpo agonista anti-Fas en ratones causa
muerte masiva de hepatocitos por apoptosis. Los animales tratados con el
anticuerpo anti-Fas en dosis letales mueren entre las 6 a 8 horas, con hemorragia
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en el parénquima hepatico, apoptosis de hepatocitos y de LSEC (Cardier et al., 1999;
Faouzi et al., 2001; Ogasawara et al., 1993). El mecanismo postulado de dafio es la
apoptosis de los hepatocitos, ya que estas células expresan Fas y porque en
experimentos in vitro se comprobd que el Fas ligando (FaslL) induce tanto su
apoptosis asi como también apoptosis en LSEC, si se utiliza en altas dosis (Cardier

et al., 1999).

Galactosamina: La D-galactosamina es una molécula que cuando se metaboliza en
la via de la galactosa a nivel del higado causa severas alteraciones metabdlicas y
necrosis hepdtica, mediadas por la deplecién de diferentes mediadores
intracelulares de uridina (Newsome et al., 2000). Este modelo comparte muchas de
las caracteristicas del dafio agudo en humanos, como el incremento de los niveles
en sangre de enzimas hepaticas, bilirrubina, amonio y lactato con presencia de
coagulopatia, hipoglicemia, y aumento de la presidn intracraneal (Keppler et al.,
1968). La combinacidn de D-galactosamina y lipopolisacarido (GalN/LPS), utilizando
el LPS para sensibilizar el efecto de la D-galactosamina, también fue ampliamente
utilizada a nivel experimental. Administrando GalN/LPS se mostré la accidn
terapéutica del tratamiento con VEGF en el dafio hepatico agudo (Namisaki et al.,
2006) y se encontrd un enlace directo entre TNF-a y Fas/FasL para mediar la
apoptosis de hepatocitos (Kuhla et al., 2008). También se demostrd que el factor de
transcripcién early growth response (Egr-1) juega un rol importante en la
aceleracién de la inflamacidn hepatica, apoptosis y muerte en el dafio hepatico
agudo (Pritchard et al., 2007). También se encontré que hay una sobreexpresion de
leukotriene C4 synthase y microsomal glutathione-S-transferase (Ma et al., 2008).
En ratones deficientes de uncoupling protein-2 (UCP2), que juega un rol en el
incremento de la produccidn de especies reactivas del oxigeno (ROS), el tratamiento
con GalN/LPS demostré proteccion, indicando la importancia del estado

bioenergético en este modelo (Le Minh et al., 2009).

Tioacetamida (TAA): La TAA es un potente hepatotéxico centrilobular. Tiene dos
pasos de bioactivacidn: primero transformandose en sulféxido de tioacetamida
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mediante la enzima micrososmal CYPE1l y luego a Oxido de S-tioacetamida
(Chilakapati et al., 2007). Estas moléculas interaccionan con las macromoléculas
hepaticas e incrementan dramdticamente la produccién de ROS, que desencadena
la necrosis hepatica centrilobular (Chieli and Malvaldi, 1984; Koen et al., 2013). La
TAA ha sido usada para explorar la neurobiologia de la encefalopatia hepatica, el rol
de ROS (Pallottini et al., 2006) y el efecto protector de antioxidantes como la
curcumina (Shapiro et al., 2006) o sustancias proregenerativas (Margeli et al., 2003).
También es administrada para generar un modelo de dafio crénico, como se detalla

mas adelante en esta introduccion.

Tetracloruro de Carbono (CCls): usado para inducir dafio crénico se intentd usarlo
para el dafo agudo, pero su reproducibilidad es baja y existe gran variacion entre
especies (Rahman and Hodgson, 2000; Shi et al., 1997). Actua a través del reticulo
endoplasmatico por formacién de intermediarios reactivos al procesarse con
isoenzimas del citocromo P-450 (Brattin et al., 1985). Este mecanismo también
involucra alteraciones significativas de la homeostasis de calcio y es dosis

dependiente (Clawson, 1989).

Acetaminofeno: el acetaminofeno (paracetamol) es una droga de uso comun que
puede producir dafo hepatico a nivel experimental. De hecho, es la droga mas
frecuentemente usada en Inglaterra con intenciones suicidas. La sobredosis de
acetaminofeno en Estados Unidos, Inglaterra y gran parte de Europa es la principal
causa de dafo hepatico agudo (Lee, 2008). La toxicidad es dosis dependiente, pero
sus efectos se exacerban con el ayuno, con drogas inductoras del citocromo P-450
y alcohol. Los estudios en cultivo primario de hepatocitos y en ratones mostraron
que la c-jun kinase (JNK) y apoptosis signal-regulating kinase 1 (ASK1) juegan un rol
importante en el efecto toxico de la droga (Gunawan et al., 2006; Nakagawa et al.,
2008). Cuando un exceso de la droga estd presente, los mecanismos de
detoxificacidn se saturan y la droga se metaboliza a través del citocromo P-459 a N-

acetil-p-benzoquinoneimina, que, si no se conjuga con glutation, interrumpe el flujo

33



de calcio mitocondrial e induce dafio celular con la formacién de radicales hidroxilo,

nitritos y nitratos, llevando a la necrosis y apoptosis (Sakai et al., 1992).

Azoxymetano: la administraciéon de azoxymetano en ratones induce parametros
similares a los encontrados en el dafio hepatico agudo en los humanos (Matkowsky;j
et al., 1999). Se ha demostrado que es un modelo animal sencillo y reproducible
para el estudio de los efectos de la manipulacién génica sobre las complicaciones
cerebrales que acompanfian al dafio hepdtico agudo (Belanger et al., 2006).
También se ha inducido dafio hepatico agudo mediante el uso de venenos como el
derivado de la Amanita phalloides. El efecto de esta toxina se debe a la induccién
de la ARN polimerasa, que provoca toxicidad celular en hepatocitos.

Dentro de los primeros mecanismos gatillados por el dafio hepatico agudo se
encuentra la sobre-expresion intrahepatica de la molécula inmunoactivadora CD40
y su ligando (CD40L). La sobre-expresion de CD40 intra-hepatica inducida por un
adenovirus (AdCD40L) que expresa CD40L en ratones demostrd que la interaccidn

entre CD40-CD40L puede inducir dafio hepatico (Schmitz et al., 2006).

Modelos Virales: si bien la hepatitis viral es la principal causa de dafo hepatico agudo en

muchos paises, no hay suficientes modelos disponibles. Sin embargo, el uso de ratones

transgénicos que sobre-expresan proteinas del virus HBV o ratones BALB/cJ infectados con

el virus de la hepatitis murina, MHV-3, permitieron estudiar los mecanismos de dafio agudo

inducidos por los virus (Ando et al., 1993; Ding et al., 1997).

Importancia de las células endoteliales sinusoidales hepadticas

Las LSEC no solo constituyen una barrera fisica entre el sistema circulatorio y el parénquima, sino

que también participan activamente en los mecanismos fisiopatoldgicos del dafio agudo del higado.

Una de las caracteristicas particulares de las LSEC es su habilidad para eliminar sustancias pro-

inflamatorias, como el LPS, que proviene desde el tracto digestivo, evitando la inflamacién por la via

de la activacion de TLR-4 (Uhrig et al., 2005). Esta capacidad Unica es mediada por la produccién de

mediadores anti-inflamatorios y reduciendo asi la expresion de moléculas de adhesion y
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presentacion de antigenos (Antoniades et al., 2008; Wu et al., 2010). Ademas, el endotelio vascular
constituye una barrera selectiva que regula activamente el paso de macromoléculas y células desde
el espacio vascular al parénquima hepatico. Las LSEC desempefian un papel critico en este proceso,
ya que cambios en su morfologia y uniones entre las células permite la apertura de espacios
intercelulares que regulan el paso de células a través de la barrera endotelial (Schnittler et al., 1990).
Pareceria ser que el endotelio es el primer lugar de liberacién de agentes vasoactivos que afectan
de forma local y distal el flujo sanguineo en la fase critica del dafio agudo, siendo esenciales el dxido
nitrico, prostaciclinas y endotelinas (Tunon et al., 2009; Zwingmann et al., 2003). Su importancia se
manifiesta por ejemplo, en el modelo de dafio hepatico agudo inducido por Con A, que presenta
particularidades que se asemejan a la hepatitis autoinmune en humanos, donde se produce un
masivo aumento del infiltrado de células inmunitarias al parénquima hepatico asociado en un
primer momento a la interaccidn de la Con A con las LSEC y a un posterior dafio celular (Knolle et

al., 1996).

Autofagia de células endoteliales

La autofagia es un proceso donde el material citoplasmatico, incluidas las organelas, es englobado
en vesiculas que permiten la posterior fusion a los lisosomas para la degradacion (Mehrpour et al.,
2010; Mizushima and Komatsu, 2011). Esta via estda muy conservada desde levaduras a mamiferos.
En el momento de la induccién de la autofagia, un pequefio saco vesicular llamado membrana de
aislamiento o fagéforo se elonga, encerrando asi una porcion de citoplasma, con la formacién de
una estructura de doble membrana llamada autofagosoma. Luego, la membrana externa del
autofagosoma se fusiona con el lisosoma (para formar un autolisosoma), llevando a la degradacién
de los materiales encerrados en el interior de la membrana autofagosomal (Rautou et al., 2010). La
autofagia ocurre a niveles basales en todas las células del organismo, con el fin de mantener
funciones homeostaticas de recambio de proteinas y organelas. Es un proceso que se regula
positivamente por la inhibicién de la proteina mTOR cuando las células necesitan generar nutrientes
y energia intracelular (Mehrpour et al., 2010; Mizushima et al., 2008). La ejecucién de la autofagia
requiere la participacion de un conjunto de proteinas conservadas llamadas Atg, que son necesarias

para la formacién de la membrana de aislamiento y del autofagosoma. La elongacién de la
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membrana de aislamiento requiere de la activacidén de la proteina microtubule-associated protein
light chain 3 (LC3-1) por adquisicion de un residuo lipidico de fostatidiletanolamina para

transformarse en LC3-1l (He and Levine, 2010; Levine and Kroemer, 2008; Mehrpour et al., 2010).

En el dafio hepatico agudo, especificamente en el inducido por Con A, podrian existir mecanismos
relacionados con la autofagia. Ha sido comunicado que existe dafio hepdtico agudo dependiente de
células Ty dafio hepatico agudo independiente de células T en animales inmunodeficientes tratados
con Con A (Chang and Lei, 2008). Las células LSEC son el primer blanco de la Con A en ambos casos
(Yang et al., 2010). Yang et al. comunicaron que la Con A interacciona primero con las LSEC y gatilla
el proceso de autofagia en tejido hepatico. Asimismo, al estudiar el efecto de la Con A sobre células
microvasculares endoteliales humanas (HMEC-1), se observd una respuesta autofagica dosis

dependiente al medir la conversién de LC3-1 a LC3-Il (Yang et al., 2010).

El dano hepatico crdnico

La cirrosis es el estadio final de la fibrosis hepatica y es la principal causa de trasplante hepatico
(Bataller and Brenner, 2005). En Argentina es un problema importante de salud publica y se
encuentra, junto a otras enfermedades crénicas del higado, entre las 10 primeras causas de muerte
(fuente Ministerio de Salud, afio 2010; http://www.deis.gov.ar). Entre los agentes etioldgicos mas
comunes que producen esta patologia se encuentran la infeccidon crénica por los virus de las
hepatitis By C o la ingesta crénica de alcohol (Pinzani et al., 2011). Otras etiologias menos frecuentes
corresponden a enfermedades autoinmunes, enfermedades metabdlicas, toxicidad por drogas,
enfermedades colestasicas, higado graso no alcohdlico (HGNA) y esteatohepatitis no alcohdlica

(Friedman, 2003).

Fisiopatologia de la fibrosis hepdtica

La fibrosis hepdatica es un proceso dindmico que resulta de un desbalance entre la produccién y
degradacion de matriz extracelular (MEC) en respuesta a una agresion cronica sobre el higado
(Elpek, 2014; Lee et al., 2015). Ante un dafio necrdtico ocurre proliferacién hepatocelular que se

caracteriza por un aumento de la mitosis, el engrosamiento de los cordones de hepatocitos, y la
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desorganizacioén de la estructura del parénquima. Cuando ocurre la necrosis hepatocelular y deja al
tejido conectivo intacto, se logra la casi perfecta restitucién de la estructura hepatica afectada,
incluso luego de una necrosis masiva o submasiva. Sin embargo, en la mayoria de los casos, se forma
tejido fibroso en respuesta a la inflamacién o al insulto directo de tdxicos en el higado. A diferencia
de otras respuestas, que son reversibles, la fibrosis es generalmente una consecuencia irreversible
del dafio hepatico. El depdsito de colageno tiene consecuencias que perduran, como por ejemplo,
en el patrén de flujo de sangre hepatica y perfusion de los hepatocitos. En los estadios iniciales, la
fibrosis se puede desarrollar alrededor de los tractos portales o de la vena hepdtica terminal, o
puede depositarse directamente en el espacio de Disse. Con el aumento de la fibrosis, el higado se
subdivide en nddulos de regeneracion de hepatocitos rodeados de tejido de cicatrizacion, estadio

al gue denominamos cirrosis.

En el higado normal, el colageno intersticial (tipos | y lll) estd concentrado en tractos portales y
alrededor de las venas centrales, con eventuales manojos en el espacio de Disse. El colageno
(reticulina) préximo a los hepatocitos esta compuesto por hebras delicadas de colageno tipo IV en
el espacio de Disse. En la cirrosis, se deposita colageno tipo | y lll en el I6bulo, creando amplios
tractos septales. Se forman nuevos canales de vasculatura en los septos que conectan las
estructuras vasculares en las regiones portales (arterias hepaticas y venas portales) y las venas
hepaticas terminales, cambiando asi el flujo de sangre alrededor del parénquima y distorsionando
asi la arquitectura de todo el higado. El depdsito continuo de colageno en el espacio de Disse dentro
del parénquima es acompafiado por la pérdida de las fenestraciones en las LSEC. En el proceso, el
espacio sinusoidal comienza a parecerse mas a un capilar que a un canal de intercambio de solutos
entre hepatocitos y plasma. En particular, la secreciéon de proteinas (e.g. albumina, factores de
coagulacién, y lipoproteinas) es gravemente perjudicada. También se forman nddulos
parenquimatosos creados por la regeneracion de hepatocitos cercados, variando desde pequefios
(<3 mm de diametro, micronéduos) a grandes (varios centimetros de didmetro, macronodulos)

(Cotran et al., 2014).

Las CEH, que se encuentran en el espacio de Disse, son las mayores productoras de colageno en la
cirrosis. Mientras que en condiciones normales funcionan como células de almacenaje de vitamina

Ay lipidos, se activan ante el dafio, pierden sus reservas de retinil ester y se transforman en células
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del tipo de miofibroblastos. La induccion del depdsito de colageno puede provenir de diferentes

fuentes:

e Inflamacion crdnica, con la produccién de citoquinas como TNF-a, TGF-B e interleuquina-1

e Produccidn de citoquinas por estimulacion de células endégenas (Células de Kupffer, células
endoteliales, hepatocitos, y células epiteliales del conducto biliar)

e Disrupcién de la MEC

e Estimulacién directa de las CEH por toxinas

Durante la fibrosis hepatica se induce la expresion de TGF-B1. Esta citoquina juega un rol central en
la activacidon de las células CEHs y en el desarrollo de la fibrosis hepatica (Gressner and Weiskirchen,
2006). Es por eso que diferentes estrategias moleculares fueron exploradas para bloquear y reducir
los mecanismos mediados por TGF-B1, incluyendo la transferencia del receptor truncado de TGF-f1

tipo Il (George et al., 1999; Qi et al., 1999).

Clinicamente, los sintomas de la cirrosis aparecen con manifestaciones no especificas como
anorexia, pérdida de peso, debilidad, osteoporosis, y en el estado avanzado, debilitamiento.
También se puede desarrollar falla hepdtica. Otro cambio es el desbalance en el flujo de sangre
pulmonar, que puede ocasionar oxigenacion deficiente, perjudicando mas al paciente (Lange and
Stoller, 1996). Los mecanismos mds frecuentes que llevan a la muerte por cirrosis son (1) la falla
hepatica progresiva, (2) complicaciones por la hipertensién portal, o (3) el desarrollo de un

hepatocarcinoma (HCC)(Cotran et al., 2014).

Modelos experimentales para generar fibrosis

Los modelos disponibles para estudiar la fibrosis intentan imitar los procesos fisiopatoldgicos de la
enfermedad en humanos y por eso es tan importante la eleccién del modelo para responder a
preguntas especificas. Sin embargo, no hay un modelo animal que exhiba todos los atributos de la
enfermedad (Liu et al., 2013). La repeticidn de un insulto téxico en el higado es una via clasica de

inducir fibrosis en animales.
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Modelos cldsicos en animales para inducir fibrosis hepdtica experimental:

Modelo de tioacetamida (TAA): la TAA no es per se toxica al higado, pero sus metabolitos
intermediarios, en especial el éxido de S-tioacetamida, una ROS, si lo son (Andres et al., 2003;
Chilakapati et al., 2007; Stankova et al., 2010). El 6xido de S-tioacetamida se une covalentemente a
las macromoléculas hepaticas, ocasionando dafio celular y necrosis de los hepatocitos. La TAA dafia
la zona | y la zona Ill de hepatocitos. La administracién prolongada de TAA induce la formacién de
septos porto-portales, porto centrales y, finalmente, cirrosis (Liu et al., 2013; Muller et al., 1988;
Park et al., 2010; Starkel and Leclercq, 2011; Zimmermann et al., 1987). Comparado con el CCly, las
lesiones fibrdticas son mas prominentes con la administracion de TAA en ratas (Zimmermann et al.,
1987) y estas lesiones pueden persistir por varias semanas luego de discontinuar el tratamiento,
contrariamente al dafio reversible que genera CCl; una vez que se deja de administrar. Con la
administraciéon prolongada de TAA se pueden generar colangiocarcinomas y HCC (Newell et al.,
2008). Se necesita de un tiempo mas prolongado para inducir una fibrosis significativa con el

tratamiento de TAA, en comparacién con otras hepatotoxinas (Palacios et al., 2008).

Modelo de tetracloruro de carbono: el tetracloruro de carbono (CCls) es muy usado para inducir
injuria en animales de laboratorio. CCl, dafia de forma directa a los hepatocitos, alterando asi la
permeabilidad de las membranas plasmaticas, lisososomales y mitocondriales. Su metabolito téxico,
un triclorometilo radical (CCls’) producido por el citocromo P-450 2E1 (CYP2E1) en los hepatocitos,
induce la peroxidacion lipidica y el dafio de membrana, causando una severa necrosis centrilobular
(Starkel and Leclercq, 2011; Wu and Norton, 1996). Una sola dosis de CCls lleva a una necrosis
reversible que gatilla procesos de cicatrizacién. Con la administracién repetida, el higado desarrolla
progresivamente fibrosis, comenzando el proceso por las zonas pericentrales, siguiendo con la
formacién de puentes fibréticos y culminando en cirrosis y el desarrollo de HCC (Constandinou et
al., 2005; Domenicali et al., 2009; Frezza et al., 1994). Este es un modelo que después de 4 semanas
de intoxicacidn, genera una fibrosis establecida que puede resolverse espontdneamente al
suspender la administracion de la toxina por remodelacién de las proteinas de la MEC, como se

mencion6 mas arrriba (Iredale et al., 1998)

Modelo de dimetil o dietil nitrosamina (DMN y DEN): DMN y DEN se hidroxilan a CYP2E1 en los
hepatocitos generandose asi los iones diazonio, sus intermediarios biorreactivos. Los metabolitos
reaccionan subsecuentemente con los dacidos nucleicos formando productos de alquilacidn
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(Kroeger-Koepke et al., 1981). Estas mutaciones de DNA pueden llevar a la necrosis de hepatocitos
y al HCC (Poirier, 1975). El dafo al higado y la necrosis ocurren en las areas centrilobulares y
periportales, con la subsiguiente formacion de septa fibréticos centroportales. La fibrosis hepatica
se desarrolla en estos modelos de forma progresiva, y una vez formado el daifio permanece estable,
inclusive varias semanas o meses después de dejar de administrar las toxinas (Jenkins et al., 1985;
Schiffer et al., 2005; Tsukamoto et al., 1990). Ademas, se puede desarrollar HCC luego de un tiempo
prolongado de exposicién a dosis bajas de DEN (Newell et al., 2008; Poirier, 1975; Schiffer et al.,

2005). Este modelo es de especial interés para estudiar el desarrollo del HCC a partir de la fibrosis.

Modelo de ligadura del conducto colédoco: la ligadura del conducto colédoco (BDL) es un modelo
clasico experimental para estudiar la fibrosis biliar secundaria (Kountouras et al., 1984). Esta técnica
requiere una laparotomia y el aislamiento del conducto colédoco, seguido de la ligadura del
conducto (Starkel and Leclercq, 2011). La BDL estimula la proliferacion de las células epiteliares
biliares y de las células ovales, resultando en la proliferacién de los ductos biliares, colestasis,
inflamacidn portal, fibrosis y finalmente cirrosis biliar secundaria (Geerts et al., 2008; Kountouras et
al., 1984; Popov et al., 2010). El modelo de BDL presenta una alta mortalidad debido a la ruptura de
la vesicula biliar en ratones. Luego de eliminar la obstruccion del colédoco se comprobd

reversibilidad del dafio en modelos en ratas (Issa et al., 2001)-

Ratones modificados genéticamente: En los ultimos afios se estan empleando modelos en ratones
con modificaciones genéticas o una combinacién de modificacidn genética y de estimulo
profibrético (CCls, BDL, xenobidticos, dieta o factores ambientales), que permitieron evidenciar la
funcion de varios genes candidatos de la progresion de la fibrosis hepdtica (Hayashi and Sakai, 2011).
Por ejemplo, los ratones deficientes de Fas, muestran menor nivel de fibrosis después de la ligadura
del conducto colédoco (Canbay et al., 2002). En cambio, los ratones con hepatocitos deficientes de
Bcl-xL (proteina antiapoptdtica) mostraron apoptosis espontanea y continua y desarrollaron fibrosis
(Takehara et al., 2004). Los ratones deficientes de catepsina-B mostraron una disminucién de la
apoptosis y fibrosis luego de la ligadura del conducto colédoco (Canbay et al., 2003). Los ratones
deficientes de la proteina CCAAT/enhancer-binding protein (C/EBP) homologous protein (CHOP), un
factor clave en el estrés del reticulo endoplasmico, mostraron resistencia a la apoptosis en varios
modelos de dafio hepatico (Tamaki et al., 2008). La sobreexpresion de TGF-B1 induce la activacion

espontanea de CEH, mientras que la represién de TGF-B en estadios avanzados de fibrosis hepatica
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revierten el cuadro (Ueberham et al., 2003). El ratén null para Smad3, que es un factor activado por
TGF-B1, muestra niveles inferiores de fibrosis en respuesta a la injuria. La disrupcién de TNF-a, que
puede activar a las células CEH, atenua la fibrogénesis después del ligamento del conducto colédoco

(Gabele et al., 2009).

Estrés Oxidativo

En los modelos de dafio hepdtico crénico como el de CCl, y TAA, el dafio se produce por la
generacion de metabolitos intermedios que son ROS (Liu et al., 2013). Los radicales libres son
especies quimicas que tienen un solo electrén desapareado en su érbita externa. La energia creada
por esta configuracion inestable es liberada a través de reacciones con las moléculas mas cercanas,
que pueden ser proteinas, lipidos, carbohidratos, y acidos nucleicos. Los radicales libres inician
reacciones en cadena que propagan facilmente el dafo. Entre las causas que pueden explicar la
generacion de estas especies reactivas estd el metabolismo enzimatico de quimicos exdgenos o
drogas como, por ejemplo, la administraciéon de CCl, (Adler et al., 1999; Boonstra and Post, 2004;
Droge, 2002; Murphy, 2009). También se producen especies reactivas y estrés oxidativo durante las
reacciones de oxidacion-reduccién que ocurren durante el metabolismo. Por ejemplo, durante la
respiracion celular, el oxigeno molecular es secuencialmente reducido por la adicién de cuatro
electrones para generar agua. En este proceso se producen pequefias cantidades de intermediarios
tdxicos, como el anién radical superéxido, el peréxido de hidrogeno o el ion hidroxilo (Cotran et al.,

2014; Murphy, 2009).

Las células desarrollaron multiples mecanismos para remover las especies reactivas y minimizar la
injuria. Entre los sistemas no enzimdticos y enzimaticos que participan en esa inactivacidn se

encuentran:

e Antioxidantes, que bloquean o inactivan la iniciacion de la formaciéon de radicales, por
ejemplo, las vitaminas liposolubles E y A, el acido ascérbico y el glutatidn en el citosol.

e El hierroy el cobre pueden catalizar la formacidn de especies reactivas. Los niveles de estos
metales se disminuyen con proteinas de almacenamiento y transporte como transferrina,

ferritina, lactoferrina y ceruloplasmina.
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e Hay una serie de enzimas que actian como sistemas de limpieza de especies reactivas. Entre

ellas encontramos:

O

O

Catalasa, presente en los peroxisomas, que descompone H,0; (2H,0, 2 0, + 2H,0)
Superéxido dismutasa, que se encuentra en varios tipos celulares y convierte
superoéxido a H,0, (207 + 2H = H0; + 03).

Glutation peroxidasa que también protege contra la injuria catalizando la rotura de
radicales libres (H,0; + 2GSH = GSSG + 2H,0 o 20H: +2GSH = GSSG + 2H,0). La
proporcidn intracelular de glutation oxidado (GSSG) y reducido (GSH) es un reflejo
del estado oxidativo de la célula y es un aspecto importante de cdmo la célula es
capaz de detoxificar ROS (Cotran et al., 2014).

Glutatién-S-transferasa, que cataliza la conjugaciéon de la forma reducida de
glutation a xenobidticos, con el propdsito de detoxificar compuestos.

Entre otras enzimas importantes estan la metionina andenosil transferasa en la via
de generacidn de homocisteina, y que es necesaria para la produccién de glutation
(Mesa et al., 1996; Murray et al., 2015). En la misma via bioquimica, la glicina N-
metiltransferasa cataliza la metilacién de glicina usando S-adenosilmetionina para

formar sarcosina y S-adenosilhomocisteina (Lu et al., 2001).

En el caso del modelo de dafio crénico inducido por TAA hay produccion de ROS, en particular por

su metabolizacion a éxido de S-tioacetamida, una especie reactiva (Andres et al., 2003; Chilakapati

et al., 2007; Stankova et al., 2010). Entre los efectos adversos producidos por la produccion de ROS

asociada al oxido de S-tioacetamida estan la peroxidacion lipidica, la movilizacién de calcio, la

deplecion de glutation , la caida de la expresion de la enzima glutatidon-S-transferasa y la reduccién

de grupos SH-tioles (Lotkova et al., 2007; Sanz et al., 2002; Spira and Raw, 2000; Stankova et al.,

2010). El calcio y ROS activan mecanismos relacionados con la reparacién del dafio celular y la

proliferacién (Brookes et al., 2004; Lotkova et al., 2007; Sanz et al., 2002; Spira and Raw, 2000;

Stankova et al., 2010; Zaragoza et al., 2000), pero también pueden afectar la funcién mitocondrial

(Bernardi et al., 2001).
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SPARC

Secreted protein, acidic and rich in cysteine (SPARC), también llamada osteonectina o BM-40, es una
glicoproteina multifunctional, altamente conservada entre especies, secretada a la MEC vy
relacionada con multiples procesos bioldgicos (Bradshaw and Sage, 2001; Brekken and Sage, 2001;

Trombetta-eSilva and Bradshaw, 2012).

En 1981, Termine et al. demostraron que SPARC se expresaba en tejido dseo como un componente
de tipo no coldgeno (Termine et al., 1981). Mas tarde, Sage et al. describieron a SPARC como una
proteina secretada in vitro por células endoteliales (Sage et al., 1984; Sage et al., 1981); Otsuka et
al. describieron que SPARC también es producida por fibroblastos en cultivo (Otsuka et al., 1984).
También se describié su expresidon en la membrana basal del tumor Engelbreth-Holm-Swarm de
ratéon (Mann et al., 1987). Es importante mencionar que SPARC se expresa durante el desarrollo
embrionario, y que en ratones puede ser detectada desde el dia 9 en el primordio del corazén. Mas
tarde aparece en cartilago, hueso, epitelio del tracto digestivo, vasos sanguineos y piel. En el
humano, se han observado niveles elevados de expresién en osteoblastos, odontoblastos y
fibroblastos adyacentes a condrocitos (Mundlos et al., 1992). En adultos, la expresion se limita a
tejidos que sufren cambios en su entorno y que requieren modificaciones en las interacciones
célula-matriz y célula-célula, como por ejemplo tejidos en regeneracién y remodelacién (Bornstein,

2000).

Estructura

SPARC es codificada por un gen de copia Unica localizado en el cromosoma 11 murino y en el brazo
largo del cromosoma 5 en humanos (Mason et al., 1986; Schwarzbauer and Spencer, 1993). En
vertebrados, la proteina codificada posee entre 283 a 304 aminoacidos. Aunque su peso molecular
estimado es de 32 kDa, su forma secretada migra como una proteina de “40-44KDa en SDS-PAGE
debido a modificaciones post-traduccionales. Diferencias en su glicosilacién pueden explicar la
heterogeneidad funcional y estructural observada (Kelm and Mann, 1991). Estudios de su estructura
secundaria determinaron que posee tres dominios estructurales bien diferenciados (Figura 2):
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Dominio

Dominio con homologiaa o
Acidico | folistatina Dominio Extracelular
NH, COOH
1 C_0O— 50 mpessesssasssms 130 s 28
Uni.ér.I ?’Cap S Inhibicién de la proliferacién celular Unién a Ca?*
Inh_l?lcwn_de qylmw_tax's Union a Activina e Inhibina Unién a PDGF
Union a hidroxiapatita Estimulacién de angiogénesis Unidn a coligeno

Inhibicién de la proliferacion celular
Induce metaloproteinasas

Figura 2 Estructura y funciéon de SPARC

Propiedades funcionales de cada uno de los dominios de SPARC. El dominio folistatina posee dos péptidos
relevantes, el péptido 2.1 (en verde) y el péptido angiogenico (K)GHK (en negro). El dominio
carboxiterminal el péptido 4.2 (en amarillo). Adaptado de Brekken et al (Brekken and Sage, 2001).

Dominio dcidico (aa 3-51): este dominio se encuentra en el extremo amino terminal y es rico en
aminodcidos Asp y Glu. Presenta epitopes inmunodominantes (Stenner et al., 1984) y se une a
hidroxiapatita, por lo que SPARC ha sido implicada en la mineralizacién de hueso y cartilago

(Romberg et al., 1985).

Dominio con homologia a folistatina (aa 52-132): este dominio presenta homologia con los dominios
folistatina (FS-like). Los estudios de cristalografia de rayos X demostraron que esta region consiste
en estructuras alargadas formadas por una horquilla B N-terminal y un pequefio nucleo de
estructura mixta a/p. Tanto los estudios de secuenciacién como la estructura cristalina muestran
que el nudcleo del dominio se asemeja a un inhibidor de resina-proteasa y que el dominio tipo
horquilla B se parece al del EGF. A su vez, este dominio presenta un péptido 2.1y un péptido (K)GHK
con conocidos efectos proliferativos y anti-angiogénicos (Funk and Sage, 1993; Lane and Sage,
1994). Los dominios folistatina se caracterizan por inhibir citoquinas semejantes a TGF-f1, como

activina o inhibina.

Dominio de unién a Ca?* extracelular (aa 133-285): en el extremo carboxiterminal se observa un
dominio de unién a calcio extracelular (EC). Estudios de cristalografia de rayos X muestran una
estructura globular con dos motivos manos EF con elevada afinidad a Ca?* (Hohenester et al., 1996).
Este dominio posee el péptido 4.2 que inhibe la proliferacidon de células endoteliales (Kupprion et

al., 1998; Motamed and Sage, 1998). Este dominio también estd involucrado en la interaccién célula-
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célula y es capaz de unir coldgeno. De hecho, los coldgenos fibrilares tipo |, lll y V, y el colageno de
Idmina basal tipo IV, se unen a este dominio en forma dependiente de Ca?*. Tanto el dominio FS-like
como EC se encuentran conservados en otras proteinas de la familia de SPARC, como SC1/hevin,
QR1 (NAD(P)H dehydrogenase, quinone 1, Testican, mientras que el extremo acido es el mas

divergente (Brekken and Sage, 2001).

Funciones

Si bien SPARC es secretada a la MEC, no seria estructuralmente funcional para formar matriz, pero
podria facilitar la interaccion entre las células y la MEC (Bornstein, 2000). De hecho interacciona con
diferentes proteinas de la MEC como la trombospondina 1, vitronectina, entactina, nidogen,
colageno fibrilar (tipos I, II, Ill, y V) y colageno tipo IV. Entre otras funciones, SPARC participa en la
respuesta de cicatrizacién de heridas ante la injuria y el remodelado tisular y estimula el depésito
de colageno (Blazejewski et al., 1997; Bradshaw and Sage, 2001; Frizell et al., 1995; Lamireau et al.,
1999). SPARC se expresa durante el desarrollo o en los tejidos con alto recambio de MEC, por
ejemplo después de un dafio. Es catalogada como una proteina anti-adhesiva (Sage et al., 1989)
sobre células endoteliales, fibroblastos y células del musculo liso al ser afadida durante el cultivo
celular. Esta cualidad anti-adhesiva es sensible a los inhibidores de tirosina quinasa (Motamed and

Sage, 1998).

Se ha observado que existe una relacion entre los niveles de TGF-B y SPARC. TGF-B estimula,
mediante un feedback positivo, la expresidon de SPARC y la sintesis de colageno de tipo | (Francki et
al., 1999; Wrana et al., 1991). De forma reciproca, SPARC también induce la sintesis de TGF-B y la

sintesis de colageno (Francki et al., 1999; Zhou et al., 2005).

Caracteristicas de los ratones SPARC”-

Para entender su funcidn es importante notar que la ausencia de SPARC en ratones SPARC” resulta
en la generacién de cataratas (Gilmour et al., 1998), osteopenia severa (Delany et al., 2003), el cierre
acelerado de las heridas de la dermis (Bradshaw et al., 2002) y mayores depdsitos de grasa
subcutanea y en el epididimo, comparado con ratones SPARC** (Bradshaw and Sage, 2001). La

reparacion tisular en ratones SPARC”* se encuentra comprometida, en parte, debido a la inhibicién
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de la migracidn de fibroblastos a las zonas lesionadas (Basu et al., 2001). Los mismos autores
realizaron estudios in vitro de reparacion de heridas donde demuestran que fibroblastos dérmicos
obtenidos de ratones SPARC” y tratados con mitomicina C (para impedir su proliferacién) son
incapaces de migrar. Estos resultados resaltan el papel de SPARC en la migracidén hacia sitios en
proceso de cicatrizacién. Los ratones SPARC”" también presentan diferencias significativas en la
morfologia de las fibras de colageno y cambios en la estructura y composicion de la MEC (Bradshaw
and Sage, 2001). Estos investigadores demostraron que las fibrillas de coldgeno de la dermis de los
ratones SPARC’ eran mas pequefias en comparaciéon con la dermis normal y observaron
disminucién en el coldgeno intersticial y en depdsitos grasos (Bradshaw et al., 2009; Bradshaw et
al.,, 2003), por lo que se postula que la expresion de SPARC seria necesaria para la correcta
maduracién del colageno en la MEC. Por otro lado, se observd disminucién de mensajeros para TGF-
B1y de proteina en las células mesangiales de ratones SPARC”" en cultivo y en células epiteliales de

pulmén (Francki et al., 2004).

SPARC y sistema inmunitario

Rempel et al. compararon el sistema inmunitario de ratones SPARC** y SPARC”" y observaron que
los bazos de ratones SPARC presentaban mayor pulpa blanca, células B hiperproliferativas en los
centros germinales, y zonas marginales disminuidas. Por citometria de flujos se observaron en la
médula ésea disminucién de la densidad de células B y un incremento de células T. En este trabajo
se demuestra que los ratones SPARC”- mostraron incapacidad de originar una respuesta inmunitaria
adecuada ante la inoculacién de LPS, confirmando que los ratones SPARC” presentan un sistema

inmunitario comprometido (Rempel et al., 2007b).

SPARC y endotelio

SPARC se expresa en las células endoteliales donde induce cambios morfoldgicos y de contractilidad.
A su vez colabora aumentando la permeabilidad del endotelio redondeando a las células y
aumentando los gaps intercelulares como se observd al tratar con SPARC células endoteliales
arteriales pulmonares bovinas confluentes in vitro (Goldblum et al., 1994). No se conoce con certeza
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cual es el receptor de SPARC ni se sabe cudl via de sefializacién es capaz de activar. Sin embargo,
Kelly et al. demostraron utilizando ensayos de co-inmunoprecipitacién que SPARC se puede unir a
VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1) en el endotelio y contribuye a la diapédesis de
leucocitos induciendo rearreglos del citoesqueleto de actina y de los gaps intercelulares en la
barrera de células endoteliales (Kelly et al., 2007); y, como se comentd anteriormente, también
puede ejercer funciones anti-adhesivas afectando a los complejos de adhesiones focales y
reorganizando las fibras de estrés de actina (Murphy-Ullrich et al., 1995). También se observé que
SPARC producida por las células de neuroblastoma suprimid la expresidn de factores de crecimiento
inhibiendo la via de sefalizacidon de Notch e indujo tanto la apoptosis de células endoteliales como
la inhibicién de la angiogénesis (Gorantla et al., 2013). Por otro lado, SPARC puede influir sobre otras
proteinas de la MEC incrementando la fosforilacién de tirosina de proteinas como la B-catenina y
paxillina, proceso que induce la reorganizacién del citoesqueleto de actina en células endoteliales,

aumentando asi su permeabilidad (Young et al., 1998).

SPARC, apoptosis y autofagia

SPARC fue asociado con procesos pro-apoptoticos (Bhoopathi et al., 2010; Sailaja et al., 2013; Tai et
al., 2005; Tang and Tai, 2007a; Yiu et al., 2001). Asi, SPARC fue descripto como un quimio-
sensibilizador con capacidad de revertir la resistencia a la terapia con radiacion, 5-fluoroacilo e
irinotecan en el cancer de colon aumentando la apoptosis in vitro e inhibiendo el crecimiento
tumoral in vivo (Tai et al., 2005). El mecanismo observado fue un aumento de la actividad de caspasa
8, ya que el efecto fue abolido con el uso de ARN de interferencia contra caspasa 8. Es interesante
mencionar que hay interaccién entre SPARC con el dominio que contiene al death effector domain
(DED) en el extremo N terminal de la procaspasa-8, como se observd en experimentos de
coinmunoprecipitacién en lisado de células de cancer colorectal avanzado (Tang and Tai, 2007a).
También se comunicé que la expresién de SPARC en células de cancer de ovario esta inversamente
correlacionada con el grado de malignidad; al tratar células epiteliales de la superficie del ovario y
células de cancer de ovario humanas con SPARC, se observd que SPARC inhibe la proliferacién de
ambos tipos celulares e induce ademas induce la apoptosis de las células tumorales (Yiu et al., 2001).

Otra evidencia del rol de SPARC en la apoptosis fue reportada por Bhoopathi et al. que mostraron
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que la expresion de ADNc de SPARC en células de tumor neuroectodermal primitivo (PNET) induce
autofagia seguida de muerte celular apoptética. La autofagia inducida por SPARC fue caracterizada
morfoldgicamente por la formacién de vacuolas autofagicas, incremento en los niveles de LC3 e
induccién de la enzima lisosomal catepsina B. En dicho trabajo se mostré también que la catepsina
B estaba asociada con la induccién de la liberacidn del citocromo C mitocondrial y activacién de la
caspasa-3 (Bhoopathi et al., 2010). La expresiéon de SPARC combinada con irradiacion en células SK-
N-AS y NB-1691 (lineas celulares derivadas de neuroblastoma) también mostrd activacidon de
caspasa 4, clivaje de PARTP e induccidn de apoptosis (Sailaja et al., 2013). En el mismo trabajo, la
sobre-expresion de SPARC gatilld estrés del reticulo endoplasmico y respuesta por proteinas no
plegadas, fendmeno propuesto como un posible mecanismo de activacién de la autofagia (Ding et

al., 2007; Hoyer-Hansen and Jaattela, 2007; Sailaja et al., 2013).

SPARC y proliferacion celular

Aunque SPARC es principalmente una proteina secretada, también se ha observado expresion
intracelular con una localizacidn perinuclear, rodeando al aparato de Golgi, y en el nucleo de células
en divisién (Gooden et al., 1999). Aunque la funcidon de SPARC en el nucleo es desconocida, la
evidencia sugiere que podria estar involucrada en la regulacién de la mitosis (Gooden et al., 1999).
Los primeros hallazgos relacionados con la funcionalidad de SPARC demostraron que esta proteina
podia ser un inhibidor del ciclo celular con capacidad para frenar a los fibroblastos en fase G; (Funk
and Sage, 1991; Sage et al., 1995). También se demostré que SPARC inhibe la proliferacién de células
endoteliales, de musculo liso, mesangiales y fibroblastos estimulados con factores de crecimiento
(Bradshaw et al., 1999; Hasselaar and Sage, 1992; Motamed et al., 2002; Raines et al., 1992;
Schiemann et al., 2003). SPARC puede atenuar la capacidad mitogénica tanto de PDGF como de
VEGF, al menos en parte, por la alteracion de la interaccion entre estos factores y sus receptores
(Kupprion et al., 1998; Raines et al., 1992; Yan and Sage, 1999). Ademas, puede inhibir la capacidad
de inducir proliferacion sobre células de musculo liso estimuladas por FGF (Brekken and Sage, 2000;

Yan and Sage, 1999).
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SPARC y estrés oxidativo

Aungue muy poco estudiado, SPARC también podria cumplir un rol en la generacidon de ROS. Se
comunicé una caida en la produccién de ROS en rifiones de ratones SPARC” con respecto a ratones
SPARC** (Socha et al., 2007). También se observé que SPARC podria ser requerido para la
produccién de peréxido de hidrogeno (H:0:) en fibroblastos tratados con TGF-B (Shibata and

Ishiyama, 2013).

SPARC y daino agudo

SPARC es expresado en respuesta a injuria tisular y a la inflamacién. Se lo encontré relacionado con
varios modelos de estrés agudos como la remodelacién ventricular, un proceso complicado que
ocurre en el corazdn estresado (Schellings et al., 2004), gastritis, ulcera gdstrica e infarto agudo de
miocardio. El rol de SPARC en el dafio agudo del higado es un nuevo tdpico de estudio. Bykov et al.
comunicaron que SPARC es una de las proteinas de fase aguda reguladas positivamente luego del
consumo cronico de alcohol. Los autores de este trabajo postularon que SPARC emerge como un

nuevo candidato de marcador para la deteccion temprana del dafio hepatico (Bykov et al., 2007).

SPARC y fibrosis

La fibrosis hepatica es el resultado final de una serie de factores que ocasionan dafio crénico en el
higado, frecuentemente relacionado a ciclos repetitivos de inflamacion y reparacién (Kisseleva and
Brenner, 2008). Los agentes etioldgicos mas frecuentemente observados son los virus HBV y HCV,
el consumo crénico y exagerado de alcohol, enfermedades autoinmunes y anormalidades genéticas
o metabodlicas, entre otras (Bataller and Brenner, 2005). En el proceso de la fibrosis, hay secrecién y
depdsito desregulado de MEC que resulta en la remodelacion del tejido hepatico que finalmente
conduce a la desorganizacion de la arquitectura del parénquima y a insuficiencia hepatocelular
(Friedman, 2003; Wallace et al.,, 2008). La expresién de SPARC y su induccidon en diferentes
escenarios de fibrosis, tanto en humanos como en modelos experimentales en animales ha sido

ampliamente comunicada en la literatura. Por ejemplo, SPARC esta involucrada en la patogénesis
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de la fibrosis renal (Pichler et al., 1996). Ademas, la sobre-expresién de SPARC ha sido observada en
la injuria y fibrosis pulmonar (Kuhn and Mason, 1995). En la fibrosis pulmonar inducida por
bleomicina se observé menor desarrollo de dafio en ratones SPARC”, en comparacién con ratones
SPARC** (Strandjord et al., 1999). También ha sido descripta la expresién de SPARC en fibroblastos
de pacientes con esclerodermia (Zhou et al., 2005). La inhibicién de SPARC con ARNi disminuyd la
expresidon de colageno y atenud el estimulo pro-fibrogénico de TGF-B1 exdgeno en fibroblastos
humanos cultivados in vitro (Zhou et al., 2005). Para una revision mas extensa del rol de SPARC en
la fibrosis pulmonar, renal, dermal, intestinal y cardiaca pueden consultarse otras citas bibliograficas

(McCurdy et al., 2010; Trombetta-eSilva and Bradshaw, 2012).

SPARC y fibrosis hepdtica

SPARC se expresa constitutivamente en bajas cantidades en el higado normal y bajo condiciones
fisiolégicas en CEH aisladas de rata (Frizell et al., 1995). Sin embargo, en la cirrosis (Blazejewski et
al., 1997; Frizell et al., 1995; Lamireau et al., 1999), en el HCC (Goldenberg et al., 2002; Lau et al.,
2006; Le Bail et al., 1999) y en la atresia biliar (Lamireau et al., 1999) se encontrd SPARC altamente
sobre-expresado. Durante la fibrogénesis, SPARC es sobre-expresado especificamente en células
CEH y en miofibroblastos, tanto en humanos (Blazejewski et al., 1997) como en células de ratas
(Kristensen et al., 2000). Recientemente, hemos demostrado la expresion de SPARC en células LSEC
y CEH en ratones sometidos por 10 semanas a TAA (Atorrasagasti et al., 2013). Ademas, la expresién
de SPARC se localiza difusamente en la hepatitis crénica inducida por HCV, especificamente en las
LSEC de las zonas periportales, intermedias y pericentrales del higado (Nakatani et al., 2002).
Ademas, la sobre-expresion de SPARC que se observa en el HCC (Goldenberg et al., 2002; Lau et al.,
2006; Le Bail et al., 1999) se observé a lo largo de los capilares presentes de la cdpsula del HCCy en
los hepatocitos transformados. Las lineas celulares derivadas de carcinomas hepatocelulares

humanos también expresan SPARC (Atorrasagasti et al., 2010).

El rol de SPARC en la fibrosis hepdatica fue extensamente estudiado en nuestro laboratorio. La sobre-
expresion de SPARC estd asociada con niveles incrementados de coldgeno de tipo | fibrilar (Frizell et
al.,, 1995), evento de mayor importancia, ya que la acumulacién de colageno es una de las

caracteristicas centrales de la fibrosis hepatica. Ademas, también observamos que la reducciéon de
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la expresion de SPARC protege contra el dafo inducido por TAA (Camino et al., 2008). En este
sentido, el uso terapéutico de un adenovirus que expresa una secuencia antisentido para el ARNm
de SPARC (AdasSPARC) fue capaz de reducir los niveles de dafio hepatico y el nimero de células a-
SMAY, caracteristico de las CEH activadas. Los ratones que recibieron el vector AdasSPARC
mostraron fibras de colageno mas finas y en un estadio mas inmaduro que las de los ratones no
tratados. También mostraron valores mas bajos de TGF-B, citoquina maestra en el proceso de
fibrosis en el higado (Camino et al., 2008). Consistente con estos resultados, los ratones SPARC”
tratados de forma crénica con TAA mostraron una reduccién en los niveles de fibrosis al compararlo
con ratones SPARC** (Atorrasagasti et al., 2013) (Figura 3). Ademas, los ratones SPARC” redujeron
la expresidn y secrecion de TGF-B y la expresion de colageno tipo |. Iguales resultados se encontraron
en dos lineas celulares de CEH: CFSC-2G (rata) y LX-2 (humana), y en cultivos primarios de CEH de
rata al inhibir la expresion de SPARC con ARN de interferencia (Atorrasagasti et al., 2011). La
fisiologia de las células CEH se encontré modificada por la accién de SPARC. La inhibicién de SPARC
incrementd la adhesién y disminuyd la migracion hacia citoquinas fibrogénicas como PDGF y TGF-f.
Estos datos sugieren que la sobre-expresion de SPARC participa activamente en la fibrogénesis

hepatica y podria ser postulada como un blanco terapéutico en esta patologia.

Figura 3 Reduccién de la fibrosis en ratones SPARC”-
Figuras representativas tefiidas con rojo Sirio de higados de ratones SPARC** y SPARC” tratados con TAA
por 10 semanas (100X)

Terapia génica: Generalidades y aplicaciones
La terapia génica podria definirse como la transferencia de material génico exdgeno a células, tejidos
u drganos para corregir un defecto genético o conferir una nueva funcién bioldgica con el propésito

de prevenir o tratar una enfermedad (Anderson, 2000; Miller, 1992; Mulligan, 1993). La terapia
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génica es una prometedora modalidad terapéutica, que no se limita solo a enfermedades
hereditarias sino que también puede ser usada para una amplia variedad de enfermedades
adquiridas, como las infecciones, los desdrdenes degenerativos y el cancer. Como se describe a
continuacién, para la transferencia del material génico es necesaria la utilizaciéon de un vehiculo o
vector que facilite su introduccién. A la hora de diseiiar una terapia genética para enfermedades
humanas, es necesario estudiar la mejor estrategia para la elecciéon del gen terapéutico mas
relevante (Miller, 1992), el promotor (Mulligan, 1993), las secuencias regulatorias que manejaran la
expresion del transgén (Herskowitz, 1987), y el vector a utilizar para transferir el transgén a las

células (Schmitz et al., 2002).

A pesar del impresionante progreso en las ciencias biomédicas durante décadas, el tratamiento de
varias enfermedades hepdticas no es satisfactorio. La terapia génica emerge como un nuevo y
prometedor método para tratar enfermedades humanas. El material génico que puede ser
transferido es muy diverso, como genes completos (Schiedner et al., 1998), moléculas antisentido
(Dias and Stein, 2002), ribozimas (Mulhbacher et al., 2010) o ARN de interferencia (Shim and Kwon,
2010). Las moléculas antisentido son construcciones de ADN o ARN que se pegan de forma
complementaria a secuencias por hibridacion e interfieren con el procesamiento del ARN mensajero
y su traduccién, acelerando asi su degradaciéon (Crooke, 1998; Eguchi et al., 1991). La interferencia
de ARN (ARNi) es un proceso natural donde la expresién de un gen blanco puede ser silenciada con
alta especificidad y selectividad (Rao et al., 2009).La transferencia de material genético a los tejidos
o a las células puede realizarse in vivo o ex vivo. El procedimiento ex vivo requiere el aislamiento de
las células diana, su cultivo in vitro, la transferencia del material genético y, posteriormente, la
reintroduccién de las células en el huésped. Por el contrario, en el procedimiento in vivo, el material

genético se introduce directamente en el organismo, sin aislar previamente las células diana.

Vectores de terapia génica

Un vector ideal es capaz de transferir el material genético a las células deseadas de una manera
segura y especifica, sin que resulte téxico o inmunogénico para el huésped, y que pueda producirse
en cantidades adecuadas. Logicamente es dificil conseguir un vector que relna todas las cualidades

necesarias, pero existen importantes avances en los ultimos afos. Los vectores pueden ser de dos
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tipos: virales y no virales o fisicos. En general, los vectores no virales son menos eficientes y permiten
un tiempo de expresion del transgén menor que el de los vectores virales (Prieto et al., 2004). El
vector ideal deberia ser de un bajo potencial antigénico, alta capacidad para contener informacién
genética, alta eficiencia de transduccidn, permitir la expresién controlada del transgén solo en las

células blanco, y ser seguro para el paciente y el medio ambiente (Prince, 1998).
Vectores no virales

Existen numerosos métodos de transferencia génica basados en vectores no virales. En general, son
simples y faciles de preparar, permiten transferir moléculas de gran tamafio, son poco
inmunogénicos, su toxicidad suele ser baja y son seguros. Sin embargo, la eficacia de transferencia
génica alcanzada suele ser baja y son poco especificos (Ledley, 1995). Los vectores no virales mas
empleados son el DNA desnudo, los liposomas, la pistola génica, los polimeros catidnicos
(poliplejos), los complejos DNA-proteina y los ARN de interferencia. En los ultimos afios se han
desarrollado numerosas estrategias para mejorar la eficiencia de estos vectores. De particular
interés para esta tesis es el uso de ARN de interferencia, que constituye una excelente herramienta
para el silenciamiento de genes in vitro (lorns et al., 2007). A pesar de la degradacién a pocos dias
de la administracién, esta técnica también puede ser usada satisfactoriamente para generar

respuestas inmunes eficientes contra las proteinas codificadas por el ADN inyectado.
Vectores Virales

Los vectores virales son los vehiculos mas eficientes para la transferencia génica. Su disefio se realiza
mediante la suspensién de regiones implicadas en el proceso de replicacién viral y la incorporacion,
en su lugar, del material genético de interés (Prieto et al., 2004). De esta forma, el nuevo virus es
defectivo y mantiene asi la capacidad de infectar las células y la incapacidad de replicarse en ellas.
Se pueden utilizar diferentes tipos de virus para construir vectores, incluyendo adenovirus,
retrovirus, virus adeno-asociados, herpesvirus, lentivirus, baculovirus, SV40 virus y vacciniavirus,

entre otros (Waehler et al., 2007).

Los lentivirus son miembros de la familia de los virus Retroviridae (retrovirus), caracterizados por
presentar una simple cadena de ARN y el uso de su retrotranscriptasa viral e integasa para insertar
su informacidn viral en el genoma del huésped (Gordon and Anderson, 1994). Como los hepatocitos
no proliferan activamente bajo condiciones fisioldgicas, el higado es un tejido dificil para infectar
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con vectores retrovirales. Ademas, la eficacia de infeccion estd limitada por el bajo titulo del virus
obtenido mediante los procesos de purificacion. Como la infeccién in vitro de hepatocitos lleva a
una alta eficacia de transduccidn, los retrovirus pueden ser usados por transferencia génica ex vivo
(Grossman et al., 1995; Kalpana, 1999). El desarrollo de lentivirus basado en vectores humanos
ofrece perspectivas prometedoras para la transferencia en células que no se dividen (Kafri et al.,
1997; Sakuma et al., 2012). Asi, los lentivirus de tercera generacion permiten, al poseer la
glicoproteina G del virus VSV-G en su envoltura, la infeccién de un variado rango de tipos de células

huésped (Burns et al., 1993; Emi et al., 1991; Yee et al., 1994).

De particular interés en esta Tesis Doctoral es el uso de vectores adenovirales. Los adenovirus
recombinantes son uno de los vectores virales mas empleados (Hall et al., 2010). Son virus
pertenecientes a la familia adenoviridae, de estructura icosahédrica, y carentes de envoltura. Estdn
constituidos por ADN de doble cadena y proteina, con una particula viral de aproximadamente 75
namémetros de didmetro y un genoma de 36 Kb. Existen 6 subgéneros (A-F) y alrededor de 47
serotipos diferentes, de los cuales los tipos 2 y 5 son los mas empleados (Hall et al., 2010). El virus
posee un ciclo de replicacién en dos fases: una fase temprana que implica a los sucesos que ocurren
antes de la replicacién del ADN, y otra tardia que se corresponde con los sucesos posteriores. Las
proteinas necesarias para la transcripcion y replicacién viral (regiones Elay Elb, E2ay E2b, E3, y E4)
se expresan en la fase temprana. En la fase tardia (L1-L5) se expresan las proteinas que conformaran

la envoltura del adenovirus (Zhang, 1999).

En los adenovirus de primera generacidn, las regiones E1 y E3 son suprimidas, incapacitando asi la
replicacion. La delecidn de las regiones E1 y E3 permite ademdas una capacidad de portacién de
transgenes de 8 kb. Los adenovirus recombinantes se propagan en células empaquetadoras que
expresan en forma constitutiva la proteina E1 (células 293) (Graham et al., 1977). Los adenovirus
son de especial interés en hepatologia por su tropismo natural por los hepatocitos y por su
capacidad para infectarlos, a pesar de tratarse de células en estado de reposo (Sullivan et al., 1997;
Topf et al.,, 1998). Sin embargo, deben tenerse los recaudos necesarios, ya que desde que los
adenovirus comenzaron a usarse se observé que la expresion de estos vectores es transitoria, y que
desencadena en el huésped una importante respuesta inmunitaria de tipo humoral y celular, tanto
contra las proteinas virales como contra el transgén, llevando asi a la eliminacién de las células

traducidas (Kaufman, 1999; Ponnazhagan et al., 1997; Yang et al., 1994; Zhang, 1999).
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Terapia génica aplicada a la fibrosis hepdtica

En los ultimos afios se ha avanzado significativamente en el empleo de herramientas de terapia
génica para el tratamiento de la cirrosis hepatica en modelos experimentales (Salazar-Montes et al.,
2015). En relacidn con la utilizacién de vectores fisicos, por ejemplo, se han utilizado plasmidos o
liposomas para incorporar genes que induzcan la regeneracién hepatica o inhiban el progreso de la
fibrosis. Sin embargo, si bien se han obtenido resultados positivos luego de su aplicaciéon, estos
fueron limitados debido a la baja eficiencia y durabilidad de la expresién génica. Hasta el momento
no se ha comunicado el empleo de vectores virales en ensayos clinicos en fibrosis hepatica; sin
embargo, considerando las ventajas que presentan, los vectores de tipo virales han sido los mas
utilizados en modelos experimentales. En este contexto, con el fin de revertir la fibrosis, se han
aplicado adenovirus que expresan genes como el activador de plasmindgeno tipo uroquinasa
humano (Ad-huPA) (Miranda-Diaz et al., 2004), metaloproteasa tipo 1 (Ad-MMP1) (Salazar-Montes
et al., 2015) y metaloproteasa tipo 8 (Ad-MMP8) (Garcia-Banuelos et al., 2002; Siller-Lopez et al.,
2004). Asimismo, el empleo de adenovirus con el objeto de bloquear vias de sefializacién de
mediadores clave en el proceso de fibrogénesis, como TGF-B1 (AdTPRIIAcyt), que codifica para
receptor dominante negativo de TGF-1, Ad5-CMV-AS-TGF-B1 que expresa la secuencia antisentido
de TGF-B1 (Arias et al., 2003) o PDGF (Ad5-CMV-asPDG, adenovirus antisentido para PDGF), han
mostrado eficacia en reducir el grado de fibrosis hepatica (Salazar-Montes et al., 2015).

Por otra parte, otro vector terapéutico empleado para vehiculizar la transferencia génica en
modelos de fibrosis hepatica fue el virus SV40 (virus del simio 40) (Vera et al., 2007). SV40 es un
virus desnudo icosaédrico, con un genoma de ADN bicatenario que reconoce en las células proteinas
del CMH tipo | a través de una glicoproteina virica (VP1) para ser endocitado posteriormente a través
de vesiculas. Se han comunicado estudios en modelos experimentales de cirrosis establecida, donde
el tratamiento con el virus SV40 codificante para IGF-I redujo el dafio hepatocelular, disminuyd la
expresion de genes profibrogénicos y estimuld la fibrélisis; conduciendo asi a una mejora en la
funcionalidad del higado y a una reduccién del grado de fibrosis hepatica (Sobrevals et al., 2010). Si
bien estos resultados son promisorios, la utilizacion de vectores virales presenta algunas
limitaciones, ya que la expresién del transgén es transitoria y cuando son administrados
directamente en el huésped pueden generar respuesta inmunitaria innata o especifica tanto contra

proteinas virales como contra el transgén. Como consecuencia de esta respuesta inmunitaria la vida
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media de estos vectores es reducida y puede generar efectos colaterales no deseados en el huésped

cuando son administrados de forma sistémica (Verma and Somia, 1997; Yang et al., 1994).
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Hipotesis y Objetivos
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Hipotesis

La induccién de SPARC cumple un rol importante durante el proceso fibrogénico generado por la
administracién crénica de TAA. Se ha observado previamente en nuestro laboratorio, que la
inhibicion de su expresion protege contra el dafio hepatico crénico pudiéndose utilizar como
estrategia terapéutica (Atorrasagasti et al., 2013; Camino et al., 2008). Sin embargo, los mecanismos
por los cuales SPARC actua durante el dafio agudo o crénico no han sido dilucidados con precisién.
Como fue descripto previamente, la ausencia de SPARC en ratones podria resultar en una respuesta
deficiente del sistema inmunitario frente a la injuria. Por otra parte, SPARC es capaz de modular la
morfologia de las células endoteliales, asi como los procesos de apoptosis y autofagia. La hipdtesis
de este trabajo es que SPARC se encuentra involucrada en el desarrollo del dafio hepatico agudo
favoreciendo la susceptibilidad de las células endoteliales sinusoidales hepaticas a la muerte celular.
Por lo tanto, la ausencia de SPARC conduciria a la preservacion del endotelio sinusoidal hepatico
resultando en una reduccidn del proceso inflamatorio, y la posterior necrosis de los hepatocitos que

conduce a la insuficiencia hepatocelular.

Asimismo, dado que la ausencia de SPARC desempeia una funcién protectora frente al dafio crénico
como se mostré previamente (Atorrasagasti et al., 2013), nos propusimos realizar un screening
mediante la aplicaciéon de técnicas de gendmica y protedmica funcional para indagar sobre los
posibles mecanismos que pudieran estar implicados. Asi exploramos la hipdtesis de que esta
proteccion podria deberse, al menos en parte, a una reduccién en los niveles de especies reactivas

del oxigeno y a un aumento de la capacidad de proliferacion celular frente al dafio.

Objetivos generales

Con el fin de explorar las hipdtesis planteadas se proponen los siguientes objetivos generales:

1) Determinar la funcién de SPARC durante el desarrollo de injuria hepatica aguda en modelos
experimentales

2) Identificar y caracterizar el perfil de expresién de ARNm (gendmica) y proteinas hepaticas
(protedmica) en modelos de dafio hepatico agudo y crénico en animales SPARC”-y SPARC**.
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3) De observar un efecto protector en ausencia de SPARC, caracterizar los mecanismos de

accion que median este efecto en el daifo hepatico agudo y crénico

Objetivos especificos

Parte |
- Caracterizar los cambios de la expresién de SPARC en tejido hepatico en pacientes con diferentes
patologias hepaticas y en modelos experimentales generados tras la administracion de

Concanavalina A, el anticuerpo anti-CD95 Jo2, o galactosamina/Lipopolisacarido.

- Comparar el grado de lesidn hepatica producido por la aplicacién de Concanavalina A, anticuerpo
anti CD-95 Jo2 o galacosamina/lipopolisacarido tanto en ratones SPARC**, SPARC*", SPARC” y en
ratones SPARC” resensibilizados con el uso de un adenovirus que expresa una secuencia sentido

para SPARC (AdsSPARC).

- Analizar bioquimicamente la evolucion del modelo de daino hepdtico agudo, determinar el perfil

de citoquinas en suero y el grado de respuesta inflamatoria en animales SPARC**y SPARC™.

- Estudiar la integridad, el grado de activaciéon del endotelio vascular sinusoidal, el proceso de
transmigracion celular y el nivel de apoptosis y autofagia durante la evolucién del modelo de dafo

hepético agudo en ratones SPARC** y SPARC".

- Explorar nuevos mecanismos para explicar la proteccién al dafio hepatico agudo en ausencia de

SPARC luego del tratamiento con Concanavalina A utilizando microarreglos.

- Estudiar los efectos protectores preventivos y terapéuticos inhibiendo la expresién de SPARC con
un adenovirus que expresa una secuencia antisentido para SPARCy un lentivirus que expresa siRNA

anti SPARC, respectivamente, en el modelo de Concanavalina A.

59



Parte ll
- Caracterizar el perfil de expresién diferencial de genes y proteinas asociadas al efecto protector
del dafio hepatico crénico con tioacetamida ante la ausencia de SPARC vy realizar ensayos

funcionales para validar las posibles vias implicadas en la proteccién por ausencia de SPARC

- Estudiar el estado proliferativo de higados de ratones SPARC** y SPARC”- sometidos a modelos de

dafio agudo y crénico

- Estudiar los niveles de estrés oxidativo en ratones SPARC** y SPARC”" en diferentes modelos de

dano agudo y crénico
- Evaluar el estado de las mitocondrias de ratones SPARC** y SPARC”- en el modelo de dafio agudo

- Caracterizar el modelo de ligadura de conducto biliar en ratones SPARC** y SPARC™".
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Materiales y métodos

Parte |

Animales y disefio experimental

Para este trabajo de tesis se utilizaron ratones de 6 a 8 semanas, de la cepa C57BL/6x129Sv]
knockout para SPARC (SPARC”"), wild type (SPARC**) y heterocigotas (SPARC*), provenientes de
The Jackson Laboratory, USA. Durante el periodo de experimentacién los animales fueron
mantenidos en el bioterio de la Universidad Austral. Los animales fueron alojados en jaulas y
sometidos a ciclos de luz-oscuridad de 12 h de duracién a una temperatura y humedad constantes.
Recibieron alimento balanceado y agua ad libitum. Los procedimientos experimentales con animales
se realizaron ajustandose a las normas indicadas en “Guide for Care and Use of Laboratory Animals"
(National Academy Press, Washington, D.C. 1996) y aprobados por la Escuela de Ciencias Biomédicas

de la Universidad Austral

Para el modelo de Con A (SIGMA, St Louis USA), los ratones recibieron una sola inyeccion intra-
venosa (i.v.) de Con A de 15 pg/g de peso. Para obtener muestras, los animales fueron sacrificados

3, 9y 24 horas después de la aplicacion de Con A (Figura 4).

Para evaluar el uso terapéutico del siARN anti SPARC, se utilizé siARN (Dharmacon, Chicago, IL, USA)
de rata  (siSPARC: se usaron cuatro construcciones en combinacion: 5'-
GAGAAGAACUACAACAUGUUU-3’, 5’-CCAGAACCAUCAUUGCAAAUU-3’, 5'-
GAACAUUGCACCACUCGCUUU-3’, 5’-CUACAUCGGACCAUGCAAAUU-3’) y un control de siARN
(siControl D-001210-05-05, Dharmacon, Chicago, IL, USA). Los ratones recibieron una inyeccion i.v.
de Con A de 10 pg/g de peso corporal. Otro grupo de animales recibié 1 ml de solucién salina por la
vena porta, siControl o siSPARC. Los ratones sham fueron operados pero no recibieron Con A. Las
muestras se obtuvieron de ratones que fueron sacrificados luego de 48 h de aplicar la Con A. Un

grupo de ratones fue utilizado para un analisis de supervivencia.

Otros grupos de animales recibieron una dosis subletal (0,25 pg/g) del anticuerpo agonista de CD95,
Jo2 de forma intraperitoneal (i.p.) (BD, New Jersey, USA), o D-Galactosamina / Lipopolisacarido
(ambos productos de SIGMA, St Louis, USA, utilizados a una concentracion de GalN: 0,125 mg/g/
LPS; 12.5 pg/kg) también de forma i.p y se sacrificaron a las 24 h.
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La Con A (SIGMA, St Louis USA) y la cloroquina (SIGMA, St Louis USA, utilizada para inducir un
bloqueo del flujo autofagico), se administraron para los estudios in vitro en el medio de cultivo a

una concentracion de 15 pg/mly 20 uM respectivamente.

Muestras
R 3 Ihs. 9 Ihs. 24| hs.
0 + 1) 15 pg/g ConA
: Muestras

In vivo ¢ip 24 hs.
|

. 2)0,25 pg/g anti-CDY5 (JO-2)
- 3) GalN/LPS (GalN: 125 mg/kg — LPS 12.5 pg/kg)

Figura 4 Disefio experimental

Obtencion de biopsias de higados humanos

Para estudiar los niveles de expresidon de SPARC en humanos se incluyeron pacientes admitidos a la
Unidad Hepatica, del Hospital Clinico de Barcelona con diferentes caracteristicas clinicas, analiticas
e histoldgicas desde el afio 2007 al 2010. Un grupo de pacientes tuvieron diagnédstico histolégico de
hepatitis alcohdlica (n=34). Las muestras de tejido hepatico de los pacientes con hepatitis alcohdlica
fueron obtenidas mediante una biopsia transyugular. También incluimos una cohorte de pacientes
con obesidad mérbida asociada a esteatohepatitis no alcohdlica (n=10). Las biopsias hepaticas se
obtuvieron durante su cirugia bariatrica. También se incluyeron en el estudio muestras de pacientes
con hepatitis C crénica que no habian recibido tratamiento previo con antivirales (n=5). Se utilizaron
fragmentos de tejido hepatico normal de donantes cadavéricos (n=3) o muestras obtenidas durante
la reseccién de metastasis de higado (n=3) como tejido de control. El protocolo de trabajo siguid las
guias éticas de la Declaracién de Helsinki de 1975 y fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital

Clinico de Barcelona. Todos los pacientes dieron su consentimiento informado para este estudio.
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Generacion de vectores adenovirales recombinantes

Para este trabajo se utilizaron adenovirus de primera generacidn no replicativos (Camino et al.,
2008). El adenovirus que contiene la secuencia antisentido para SPARC humano (AdasSPARC)
(clonado en el laboratorio del Dr. O. Podhajcer) fue preparado cortando un fragmento de 1.7 kb con
Sal | del plasmido pBSSK+. Este fragmento fue clonado en el vector shuttle pADPSY (provisto por el
Dr. Jacques Mallet) con Sal I. El nuevo plasmido, pADPSY, que contiene la secuencia antisentido del
ARN mensajero para SPARC fue co-transfectado posteriormente con el DNA del adenovirus tipo 5
(desprovisto de regiones E1 y E3) empleando Cla | mediante precipitacion con fosfato de calcio. La
recombinacién homdloga resultante entre ambos ADNs se realizd en células HEK-293. La
incorporacién de la secuencia antisentido para SPARC en el esqueleto adenoviral se confirmd por
efecto citopatico en células HEK-293. Dado que las células HEK-293 expresan SPARC se estableci6 el
descenso en el nivel de SPARC mediante analisis con Northern blot y Western blot de los clones y
del adenovirus stock. También se utilizé un vector que codifica para SPARC humano (AdsSPARC). El
fragmento de 1,7 kb que contiene la secuencia sentido de SPARC humana se cloné en el vector
pADPSY-LTRSVpolyA para generar el vector adenoviral AdsSPARC (Sosa et al., 2007). El adenovirus
gue expresa B-galactosidasa (Ad-Bgal) fue clonado con Sal | en el vector shuttle pADPSY-LTRSVpolyA.

El primer paso en la generacion del stock adenoviral consistid en infectar células HEK-293 cultivadas
en una placa de 150 mm con una confluencia aproximada del 80%. Se retiré el medio sobrenadante
de la placa y se colocaron 8 ml de DMEM 2% SFB y luego las células fueron infectadas con 1-2 ul de
un stock viral previamente generado en el laboratorio del Dr. Podhajcer. Tras una incubacion de 3 h
con agitacién esporadica se agregd medio y las células se incubaron por 18-20 h. Se colectaron las
células y se lisaron por ciclos de congelado/descongelado. Luego de centrifugar por 10 minutos a
4000 rpm, se utilizé el sobrenadante para infectar 15 placas de 150 mm. Se incubd 2 h a 37°C con
agitacién cada 20 min y se esperd 24 h para colectar las células infectadas. Luego de ese tiempo las
células se centrifugaron y se lisaron por congelado/descongelado. Para obtener el virus, el extracto
se centrifugo a 4000 rpm por 10 minutos y el sobrenadante fue utilizado para purificar el virus
amplificado. Se utilizé un gradiente de CICs de densidad 1,6 mas 1 ml de CICs de densidad 1,3 para
separar el virus del ADN remanente y de las capsides vacias. El sobrenadante se sembré sobre el
gradiente y se centrifugd a 35000 rpm durante 1,5 h. Se obtuvieron tres bandas; la banda inferior

que corresponde al virus, se extrajo con una aguja y se sometié a una nueva centrifugacion. Para
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ello se colocéd la muestra obtenida del primer gradiente sobre 2 ml de CICs densidad 1,34 y se
centrifugd a 35000 rpm durante 18 h .De esta forma se obtuvo una nueva banda con virus puro, que
fue dializado en solucién de didlisis (1| de PBS / ClMg 1mM). El virus fue resuspendido en glicerol

10% v las alicuotas se almacenaron a -80°C hasta su utilizacién.

El titulo de adenovirus fue determinado mediante andlisis de formacién de calvas en cultivo por
ensayo de dilucion limite. Para ello, se infectaron células HEK-293 (1x10* células por pocillo)
previamente sembradas en placas de 96 pocillos. El adenovirus fue diluido en series de 10 y por
duplicado. Se removid el sobrenadante de la placa de 96 y se agregd el adenovirus diluido en un
volumen de 100 pl por pocillo. Se incubaron a 37°C durante un periodo de 10 dias, fecha en la cual
fue evaluada la presencia del efecto citopatico del virus sobre las células mediante tincién con cristal
violeta. El titulo de los vectores fue expresado como 50% de dosis infectiva por mililitro sobre células

HEK-293 (TCID50/ml), aplicando el siguiente calculo:
TCID50/ml=-log (Xo + ¥ + 1* £X/n)
Xo exponente de la dilucién con 100% de efecto citopdatico
X ndmero de pocillos con 100% de efecto citopatico

n nimero de réplicas

Para estudiar si al inhibir la expresién de SPARC 48 h antes de administrar Con A existia un efecto
preventivo del dafio generado por la toxina, algunos grupos de animales recibieron por via i.v.
AdasSPARC o AdPBgal a una TCID50 de 1,3x10° Otro grupo de animales control recibid una
administracidn intrahepatica de AdsSPARC o AdBgal (TCID50: 5x10°).

En este trabajo también se utilizaron vectores lentivirales para inhibir la expresion de SPARC y
fueron producidos como se detalla a continuacidn. El plasmido pRNATin.H1.4-L.51 que contiene la
secuencia siRNA de SPARC
(tggatccegeggeaggeagagegegctetcttgatatecggagagegegetetgectgecgttttttccaactcgagg) fue producido
siguiendo los protocolos de clonado de Genscript. El vector scramble fue ordenado a Genscript. Los

vectores lentivirales fueron producidos usando el kit ViraPowerTM Lentivirius Technology 2000
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(Invitrogen, Massachusetts, USA). Las células 293 FT fueron transfectadas con una mezcla de 36 ul
de Lipoafectamina 2000 (Invitrogen, Massachusetts, USA), 9 ug (9 pl) de ViraPowerTM Packaging
Mix y 3 pg del plasmido de expresion pRNATin.H1.4-L51 (siSPARC) o scramble (siSCR) en un 1ml de
Opti-MEM® | Medium sin suero. Los sobrenadantes conteniendo el lentivirus fueron recolectados
después de 48-72h post tranfeccidn. Los sobrenadantes fueron usados por 48 horas para transducir

células HMEC-1.

Determinacion de transaminasas hepdticas y produccion TNF-a e IL6 en suero

El suero fue obtenido por sangrado retro-orbital de ratones anestesiados. La sangre se centrifugd
por 10 min a 3000 rpm. Se midieron los niveles de las transaminasas hepaticas alanina
aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST) usando un analizador clinico standard
(ARCHITECT®, Abbott, Chicago, USA). Ademas, se midieron los niveles de TNF-a, e IL6 en suero

utilizando kits de ELISA (R&D Systems) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real con transcripcion reversa (RT-

qPCR)

Las muestras de tejido hepatico fueron homogeneizadas y el ARN total fue extraido con Trizol
Reagent siguiendo las instrucciones del fabricante (Sigma-Aldrich Co., St Louis, USA). El ARN (2 ug)
fue retrotranscripto con 200 U de transcriptasa reversa SuperScript Il (Invitrogen, Massachusetts,
USA) usando 500 ng de primers de Oligo (dT). El ADNc fue sometido a gqPCR. Los niveles de ARNm
de SPARCy de TGF-B1 fueron cuantificados por SYBR® Green (Invitrogen, Massachusetts, USA) gPCR
(Stratagene Mx3005p, Stratagene, USA). Todas las amplificaciones de PCR se llevaron a cabo usando
40 ciclos de 952C por 30s, 552C por 30s, y 722C por 30s. Para las biopsias humanas, las reacciones
de gPCR se realizaron utilizando un sistema de PCR en tiempo real StepOnePlusTM usando pares de
sondas comerciales (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) para medir los niveles de ARNm de
SPARC humano. Se usé el ARN 18S como control endégeno. Los valores de expresion génica fueron
calculados basandose en el método de AACt. Los resultados fueron expresados como 2-AACt

comparados con la expresién media cuantificada en higados normales (Tabla I).
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Tabla I: Primers empleados para gPCR

Gen Objetivo  Primer Sentido Primer Antisentido

SPARCratén  5-CCACACGTTTCTTTGAGACC-3’ 5’-GATGTCCTGCTCCTTGATGC-3’
SPARC

humano 5'- AAACCGAAGAGGAGGTGGTG-3’ 5'- GCAAAGAAGTGGCAGGAAGA-3’
GAPDH 5-GGGGCTGCCCAGAACATCAT -3’ 5’-GCCTGCTTCACCACCTTCTTG-3’
TGF-bl 5-ACCAACTATTGCTTCAGCTC-3’ 5 -TGTTGGTTGTAGAGGGCAAG-3’

Andlisis histolégico e inmunotincion

Para los diferentes estudios histoldgicos, las muestras hepaticas fueron fijadas en formalina al 10%,
deshidratadas y luego embebidas en parafina. Posteriormente, un grupo de muestras fueron tefidas
con hematoxilina y eosina (H&E). Se seccionaron muestras a 5 um de espesor con micrétomo y estos
cortes se desparafinizaron mediante dos pasajes de 10 minutos cada uno en xilol (Biopack) y luego
se hidrataron en agua. Se incubaron con una solucién de hematoxilina por 40 segundos. Se lavaron
con agua corriente hasta viraje de la tincion. Para deshidratar el tejido se lavd en etanol 70% y 3
minutos en alcohol 96%. Se realizé una contratincidn con solucidn de eosina alcohdlica durante 5
minutos. Se eliminaron los restos de eosina con etanol 70%. Se deshidratd y aclard en xilol y se

monto con balsamo de Canada (Biopack).

Para estudiar la presencia de células CD4 mediante inmunoghistoquimica se incluyé el tejido
hepatico en un medio de montaje para congelacién (Cryoplast, Biopack, Buenos Aires, Argentina),
seccionado en criostato a 12 um vy fijado por 15 minutos en formalina alcohdlica. Luego de la
deshidratacién se inhibid la actividad de la peroxidasa enddgena con H;0; al 3 % en etanol al 95%.
Luego se bloqued la biotina y avidina enddgena (Blocking kit, Vector Laboratories Inc.) y las
secciones fueron incubadas con el anticuerpo primario anti-CD4 (1:75, 0,2% BSA en PBS) durante
una noche. Luego de lavarse en buffer PBS, los preparados se incubaron con un anticuerpo
secundario anti ratén hecho en cabra, biotinilado y vinculado a peroxidasa (1:100, Vector
Laboratories Inc.) por 2 horas, lavado y luego incubado con complejo AB (Vector, CA, USA). Se lavo
dos veces con PBS y dos mds con buffer acetato 0.1 M antes de la incubacién con la solucién de 3,3-
diaminobenzidina (DAB; Sigma, St Louis, USA), amonio niquel sulfato (Aldrich, St Louis, USA) y H,0,

hasta el desarrollo de sefial.
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Para la inmunohistoquimica de SPARC el tejido hepatico fue congelado rdpidamente en nitrégeno
liguido y guardado a -80°C en un medio de montaje para congelacion (Cryoplast, Biopack, Buenos
Aires, Argentina). Posteriormente, las muestras se seccionaron a 12 um de espesor. Luego los cortes
fueron fijados en formalina alcohdlica por 15 minutos. Después de lavar con PBS se procedié a
deshidratar los tejidos para luego bloquear las peroxidasas enddgenas con H,0,. Luego de volver a
hidratar se bloquearon la avidina y biotina enddgenas con kit VECTOR vy los sitios de unién
inespecifica con BSA al 1% en PBS. Se incubd toda la noche con el anticuerpo primario AON generado
en hibridoma de ratén (1:200 en BSA al 0,2% y Tritdn 0,1% en PBS 1X, cedido por el Dr. Podhajcer).
Luego del lavado se incubd en un anticuerpo secundario anti-ratén, acoplado a biotina a una dilucidn
de 1:100 durante dos horas. Se lavd y se procedid a revelar como en el caso de la imunomarcacion

para CD4, segun descripcion en el parrafo anterior.

El analisis por inmunofluorescencia para LC3 (microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3),
en células HMEC-1 transfectadas con siSPARC o siSCR (scrambled siRNA) fue realizado con el
anticuerpo anti-LC3 (1:50, Abgent, USA), usando un anticuerpo secundario anti-conejo Alexa 488-
conjugado 1gG (1:200, Promega, USA). Para la deteccidn de células apoptdticas in situ se aplico la
técnica de TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated labeling of nick-end DNA) en
secciones congeladas, de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Calbiochem, Alemania). Las
secciones de higado congeladas fueron tefiidas usando un anticuerpo primario anti-VCAM (1:25, BD,

New Jersey, USA) y un anticuerpo secundario anti-rat Cy3-conjugado IgG (1:400, Jackson, USA).

Para los estudios in vitro en células HMEC-1 (Centers for Disease Control, Atlanga, GA, USA) la Con
A vy la cloroquina fueron agregadas al medio en concentraciones de 15 ug/ml y 20 uM,
respectivamente. La apoptosis fue cuantificada mediante tincidon con naranja de acridina y bromuro
de etidio. Luego de aplicar los diferentes tratamientos las células fueron resuspendidas en una
mezcla de tinciones (100 pug/ml naranja de acridina y 100 pg/ml de bromuro de etidio en PBS) y se
visualizé por microscopia de fluorescencia (Nikon Eclipse E800, Nikon, Tokio, Japdn). El porcentaje
de células apoptdticas o indice de apoptosis fue calculado de la siguiente manera: células
apoptdticas (%) = (nimero total de células con nucleo apoptético / nimero de células totales

contabilizadas) x 100.

Para la tincion con faloidina conjugada con Alexa Fluor 546 (Invitrogen, Massachusetts, USA), una
micotoxina capaz de unir especificamente filamentos de actina, se plaquearon células hasta alcanzar
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confluencia. Las células plagueadas fueron incubadas con Con A durante 3 h y tratadas con siSCR o
siSPARC, o bajo condiciones de control. Luego fueron fijadas con paraformaldehido al 4% durante
15 minutos y permeabilizadas con 0,1% Tritén X-100/PBS por 10 minutos. Luego de tres lavados en
PBS, las células fueron incubadas con faloidina por 2 horas a temperatura ambiente. Luego los
cubreobjetos fueron montados usando un medio con glicerol-gelatina (Sigma, St Louis, USA). Las

fotos fueron tomadas usando un microscopio Nikon Eclise E800 acoplado a una camara DN100 CCD.

Andlisis por citometria de flujo

Las células CD4* también fueron cuantificadas por citometria de flujo de muestras frescas de higado.
Los ratones fueron sacrificados a las 24 horas después de administrar la Con Ay el tejido hepatico
fue digerido enzimaticamente con colagenasa de Clostridium histolyticum (SIGMA, St Louis, USA, 5
mg por ratén) y disgregado mecanicamente hasta generar una suspension unicelular.
Adicionalmente, las células fueron tratadas con buffer de lisis de glébulos rojos (0.15 M NH.CI, 1
mM KHCOs;, 0.1 mM Na,—EDTA) vy, luego de la sedimentaciéon de los hepatocitos, se tifié el
sobrenadante con anti-CD4-PECy5 (Cat.553050; BD Biosciences). Las células fueron fijadas con
paraformaldehido al 1% y analizadas mediante citometria de flujo (FACSCalibur, BD Biosciences, San

Diego, California, USA). Los datos fueron analizados usando el software WinMDI.

Estudios de transmigracion

Se analizd el proceso de transmigracidn a través de una monocapa de células HMEC-1 pre-tratadas
por 3 horas con Con A. Para ello, las células HMEC-1 empleadas fueron infectadas o no con los
vectores lentivirales que expresaban secuencias siSPARC (anti-SPARC) o siSCR (control). Se
sembraron un nimero total de 1x10° células HMEC-1 sobre filtros policarbonados con porosidad de
8 um en unidades de transwells de 24 pocillos (Falcon, BD Labware) recubiertos con 10 pg/ml de
fibronectina de plasma bovino (SIGMA, St Louis, USA). Las células HMEC-1 se dejaron adherir
durante la noche a 379C. En la cdmara inferior se agregaron las quimiocinas CCL19 y CCL21
(Peprotech, New Jersey, USA, 10 ng/ul) como quimioatractantes de esplenocitos. Los esplenocitos

tefiidos previamente con DAPI (5x10°) fueron ubicados en la cdmara superior sobre las células
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HMEC-1 confluentes y se dejaron transmigrar por 4 horas a 372C. Posteriormente, la membrana fue
removida cuidadosamente y las células del lado superior fueron desechadas. Las células adheridas
del lado inferior fueron fijadas con formaldehido 2%. Las células fueron contadas usando un
microscopio de fluorescencia y las imagenes capturadas por tres campos visuales representativos
(10x) fueron analizadas utilizando el software CellProfiler (www.cellprofiler.com) y se obtuvo la

media del nimero de células/campo.

Microscopia electronica

Los ratones fueron tratados con Con A por 6 h, para ser luego sacrificados y obtener una diseccién
del tejido hepatico. Para procesar las muestras, se tomaron secciones de tejido hepatico de 1 mm?
gue fueron fijadas en 2,5% de glutaraldehido, seguido de un lavado y de una fijacidon con tetrdxido
de osmio. El tejido fue incluido en Epon 812, una resina epoxi, y fue seccionado con un micrétomo
con el cual se obtuvieron secciones ultrafinas (50 nm) que se observaron en un microscopio

electrénico Hitachi H-7000 (Hitachi, Tokyo, Japon).

Andlisis por microarreglos de cDNA

Las muestras fueron procesadas siguiendo las recomendaciones de Microarrays Inc. (Nashville, USA)
y el RNAa fue hibridado en microarreglos 48.5K Exonic Evidence-Based Oligonucleotide (HEEBO). La
intensidad de sefial del microarray fue evaluada usando el software SpotReader (Niles Scientific,
USA). La normalizacion fue realizada con el paquete Limma (http://www.r-proyect.org) en el
entorno estadistico de R. Los datos crudos de los microarreglos individuales fueron procesados
utilizando correcciones de background standard y normexp (Ritchie et al., 2007) y normalizacion
print-tip loess (Smyth and Speed, 2003). Para la normalizacién entre microarreglos se utilizé la
funcién de normalizacidn a escala global con desviacién de la mediana absoluta (Yang et al., 2002).
Los heatmaps fueron construidos usando el software MeV (Saeed et al., 2006). El andlisis de
ontologia de genes (GO) fue realizado usando DAVID Bioinfrmatics Resources 6.7
(http://david.abcc.ncifcrf.gov/) (Huang da et al., 2009), y el andlisis de vias fue realizado con

Ingenuity Pathway Analysis (IPA, Ingenuity Systems, www.ingenuity.com).
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Andlisis estadistico

Los datos estdn expresados con sus medias £SEM. El analisis estadistico fue realizado utilizando el
test de Fisher LSD cuando la distribucion fue normal, o el test de Mann-Whitney o el test multiple
de Dunn cuando la distribucién no se ajustaba a una distribucién normal. Las diferencias fueron
consideradas como significativas con valor de p<0.05. Los resultados mostrados son valores de

medias de tres experimentos independientes.

Parte Il

Animales y disefio experimental

Para los siguientes estudios se utilizaron ratones C57BL-6x129Svj macho SPARC** y SPARC”* (The
Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, USA) con una forma de cuidado y manipulacion similar a la
descripta en la primera parte. Para los estudios de dafo créonico se administré TAA (SIGMA, St Louis,
USA) de forma i.p. a una concentracion de 200 mg/kg por ratdn, 3 veces por semana. Las muestras

de higado y sangre se obtuvieron luego de 10 semanas del comienzo del tratamiento con TAA.

Por otro lado, para los modelos de dafo agudo los ratones recibieron una dosis simple de TAA de
100 mg/kg administrada de forma i.p. o una inyeccidn de Con A (Sigma, St. Louis, MO, USA) de 15
ug/g administrada por via i.v. Los ratones se sacrificaron 24 h después de la administracién de TAA
o Con A para obtener las muestras de higado y suero (Figura 5). Otro grupo de animales recibié una
dosis sub-letal (0,25 pg/g) del anticuerpo agonista de CD95, Jo2 (BD, New lJersey, USA) y se

obtuvieron las muestras de higado y suero a las 24 horas.

Como un modelo alternativo al desarrollo de fibrosis por TAA se utilizé el modelo de ligadura del
conducto colédoco. Ratones SPARC** o SPARC’ de 8 semanas de edad fueron sometidos a
laparotomia y ligadura del conducto biliar (BDL) o solamente a una laparotomia (sham). Para las
cirugias, los animales fueron anestesiados con sodio pentobarbital sddico. Se realizd una
laparotomia medial tras exponer la via biliar extra-hepatica y se ligd el conducto colédoco con seda

5-0, realizando una doble sutura. Los ratones fueron sacrificados 7 dias después de la cirugia para
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obtener muestras de sangre y de tejido hepatico. Para los estudios in vitro la TAA fue usada a una

concentracion de 10 mM.

Fibrosis
Muestras
| | 1 [ |
' * ¥ i.p. 10 semanas
|
* 1) Tioacetamida 600 mg/kg/semana
Fibrosis Muestras
|
Ligadura del 7 dias
0 Conducto Colédoco [
Dafiio hepatico agudo
. Muestras
In vivo P . |
: P 24 hs.

+ 2) Tioacetamida 100 mg/kg

* 3)ConA 15 ug/g

Figura 5 Modelos aplicados para dafio hepatico

Andlisis de microarreglos

Se obtuvieron muestras de higados de animales tratados con TAA por 10 semanas (n=4) o sin tratar
(n=4) para ser procesadas siguiendo las recomendaciones de Affymetrix. EIl ADNc obtenido fue
hibridado con un microarreglo Affymetrix Mouse Gene ST 1.0 (Affymetrix, Santa Clara, USA). El
algoritmo de RMA (Robust Multichip Average) (Irizarry et al., 2003) se utilizd tanto para la correccion
de base como para la normalizacion. Luego se realizé un proceso de filtrado para eliminar el
conjunto de sondas de baja expresion. Se aplicé el criterio de seleccion de manera que dos muestras
por condicidon experimental presenten un valor mayor a 64. Asi se seleccionaron 18187 conjuntos

de sondas. Para procesar los datos y el andlisis estadistico se utilizé R y Bioconductor. Para encontrar
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el conjunto de sondas que mostraban expresidn diferencial significativa entre las condiciones
experimentales se utilizd LIMMA (Modelos Lineales para los datos de microarreglos) (Gentleman,
2005; Smyth, 2004). Los genes fueron seleccionados como significativos usando un criterio de valor
p <0,01. Se utilizé el test hipergeométrico standard (Draghici, 2003) para el andlisis funcional de
enriquecimiento de categorias de ontologia genética (GO). La extraccién de datos bioldgicos
conocidos fue complementada a través del uso del “Ingenuity Pathway Analisis” (IPA, Ingenuity
Systems, www.ingenuity.com), una base de datos que incluye datos curados y trazables

manualmente derivados de fuentes bibliograficas.

Ensayo de migracion

Los ratones SPARC** y SPARC” fueron sacrificados y se les extrajo el bazo para obtener una
suspensidn celular. Esta suspension se tratd con buffer de lisis de globulos rojos RBC (0,15 mol/L
NH4Cl, Immol/L KHCOs, 0,1 nmol/L Na,EDTA) y se lavé con PBS al 1% de albumina de suero bovino.
Luego, las células fueron plagueadas en una placa de Petri por 15 minutos y finalmente contadas y
sometidas a un ensayo de migracion. La capacidad migratoria a la quimiocina CCL19 recombinante
(Prepotech) fue analizada utilizando una camara de tipo Boyden de 48 Transwells (Neuroprobe,
Inc.). Para este fin, se ubicaron en los pocillos de la cdmara superior de la unidad de Transwell los
esplenocitos (20.000 células por pocillo), separados de la camara inferior por un filtro de
policarbonato de 8 um (Nucleopore membrane, Neuroprobe). La quimiocina CCL19 recombinante
(10ng/ul) fue agregada en los pocillos inferiores de la unidad Transwell. Todo el sistema fue
incubado por 2 horas a 37 °C en una atmosfera himeda con 5% de CO,. Luego, se removio
cuidadosamente la membrana y las células en el lado superior se separaron con una hoja de afeitar.
Las células pegadas del lado inferior de la membrana se fijaron con formaldehido al 2%, y la
membrana fue tefiida con 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI). Las células se contaron usando un
microscopio con campo fluorescente y lentes de objetivo 10X: las imagenes fueron capturadas en
tres campos representativos que fueron analizados con el software CellProfiler

(www.cellprofiler.com), y se anoté el nimero promedio de células por campo.
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Obtencion de biopsias de higados humanos con diferentes patologias

Un total de 7 biopsias de higado, 2 de pacientes no cirréticos, y 5 de pacientes cirréticos, fueron
utilizadas en un estudio de reaccidn en cadena de la polimerasa en tiempo real. La etiologia de la
cirrosis en las diferentes muestras fue diversa (cirrosis biliar primaria, atresia biliar, infeccion de
virus de hepatitis C (HCV), hemocromatosis y criptogénica; pacientes de #1 a #5). Todos los
participantes dieron su consentimiento informado para el estudio, que fue aprobado por el Comité
de Etica Institucional y por el Ministerio de Salud de Buenos Aires (NUmero de autorizacidn:

2919/179/2011).

Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real con transcripcion reversa (RT-

qPCR)

Las muestras de tejido hepdtico fueron homogenizadas y el ARN fue extraido y purificado
empleando el reactivo Trizol siguiendo las instrucciones del fabricante (Sigma-Aldrich Co., St. Louis,
MO). El ARN total (2 pg) fue retrotranscripto utilizando la enzima transcriptasa reversa y primers
oligo (dT) incluidos el kit First Strand cDNA Synthesis Kit siguiendo las instrucciones del fabricante
(Thermo Scientific, Massachusetts, Estados Unidos). Los niveles de ARNm de las muestras de ratones
fueron cuantificados por gPCR usando las sondas que se detallan en la tabla Il y utilizando SYBR®
Green (Invitrogen, Massachusetts, USA). Todas las amplificaciones por PCR fueron llevadas a cabo
usando un ciclo de 95°C por 10 minutos y 40 ciclos bajo los siguientes pardmetros: 95°C por 30
segundos, temperatura de pegado por 30 segundos y a 72° por 1 minuto. Al final de la reaccién de
gPCR la temperatura fue incrementada de 60°C a 95°C a una tasa de 2°C/min, y la florescencia fue
medida cada 15 segundos para construir una curva de fusién. Los valores fueron normalizados a los
niveles del transcripto de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH, usado como control
interno). Los datos fueron procesados por el método de AACt. La cantidad relativa de producto de
PCR amplificado de células no tratadas fue definido como 1. Un control sin templado (NTC) fue
corrido en cada ensayo, y todas las determinaciones se realizaron en triplicado en dos o tres
experimentos separados. Los resultados fueron descriptos como unidades arbitrarias (UA)

relativizadas a controles.
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Tabla Il: Primers qPCR

Gen Objetivo

Primer Sentido

Primer Antisentido

SPARC ratén

5-CCACACGTTTCTTTGAGACC-3’

5-GATGTCCTGCTCCTTGATGC-3’

COL1A2 5’-CCTACATGGACCAGCAGACTG -3’ 5- GGAGGTCTTGGTGGTTTTGTA -3’
TGF-B1 5’-CCACTCGCTTCTTTGAGACC-3’ 5-TAGTGGAAGTGGGTGGGGAC-3’
PCNA 5-AAAGATGCCGTCGGGTGAAT-3’ 5’-TTCCCATTGCCAAGCTCTCC-3’
IGF-1 5-CAGTTCGTGTGTGGACCAAG-3’ 5-GTCTTGGGCATGTCAGTGTG-3’
HGF 5-GGCTGAAAAGATTGGATCAGG-3’ 5’-CCAGGAACAATGACACCAAGA-3’
IL6 5-AGTTGCCTTCTTGGGACTGA -3’ 5’-TCCACGATTTCCCAGAGAAC -3’
SPARC

humano 5-AAACCGAAGAGGAGGTGGTG-3’ 5-GCAAAGAAGTGGCAGGAAGA-3’
GAPDH 5°-CATCTCTGCCCCCTCTGCTG -3’ 5"-GCCTGCTTCACCACCTTCTTG-3’

Andlisis histoldégico e inmunotinciones

Los higados fueron inmersos en 10% de buffer fosfato formalina. Los tejidos fijados fueron incluidos
posteriormente en parafina y seccionados (5 um). Para el andlisis mediante tincidn
immunohistoquimica y la cuantificacion de la expresion de PCNA, se desparafinizaron los cortes, se
rehidrataron y se sometieron a una recuperacion antigénica con buffer citrato (pH=6). El perdxido
enddgeno fue bloqueado con 0,5% H,0, en metanol. El tejido fue posteriormente incubado con el
anticuerpo de conejo anti-raton policlonal de PCNA (1:100, Santa Cruz Biotechnology, TX). Luego de
un lavado minucioso, los portaobjetos se incubaron con un anticuerpo secundario anti-mouse hecho
en cabra biotinilado enlazado a peroxidasa durante 1 hora, luego lavados e incubados con un
complejo avidina-peroxidasa. Los portaobjetos luego se lavaron dos veces con PBS y dos veces con
0,1 M buffer acetato. Posteriormente, se incubaron con una soluciéon de 3,3-diaminobenzidina (DAB,
Sigma, St Louis, USA), sulfato de niquel amonio (Aldrich, St Louis, USA) y H,0; hasta que se diviso la
sefial. Para los portaobjetos controles, se omitid la incubacidén con el anticuerpo primario. Por
ultimo, se realizé el andlisis cuantitativo del area positiva para PCNA y los resultados fueron
expresados como numero de nucleos positivos. La inmunohistoquimica para CD4 se describe en la

parte | de la seccién de materiales y métodos.
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Algunas muestras hepaticas recolectadas fueron sumergidas en formalina al 10% en buffer fosfato.

El tejido fijado fue incluido en parafina, seccionado (5 um) y tefiido con:

-Hematoxilina-eosina (H&E): se extrajo la parafina del tejido mediante dos pasajes de 10
minutos cada uno en xilol (Biopack) y se hidratd en agua. Se incubd con una solucion de hematoxilina
por 40 segundos. Se lavd con agua corriente hasta viraje de la tincidn. Para deshidratar el tejido se
lavd en etanol 70% y 3 minutos en alcohol 96%. Se realizé una contratincidn con solucién de eosina
alcohdlica durante 5 minutos. Se eliminaron los restos de eosina con etanol 70%. Se deshidratd y

aclaré en xilol y se monté con balsamo de Canada (Biopack, Buenos Aires, Argentina).

-Tricrémico de Masson: se extrajo la parafina del tejido mediante dos pasajes de 10 minutos
en xilol y se lavd con agua destilada por 5 minutos. Se incubé con una solucién de hematoxilina
férrica de Weigert por 10 min. Se lavé en flujo de agua corriente por 5 minutos. Se incubd con rojo
Masson (Fucsina acida 0,4% m/v, Rojo Biedbric 1,6% m/v, Sigma-Aldrich, B6008). Se lavd con agua
destilada. Se trato con solucién acuosa de acido fosfottingstico (1% m/v en agua destilada), durante
15 minutos. Se lavd con agua destilada. Se tifié con solucion verde luz (Verde Luz 0,3% m/v, Acético
Glacial 0,3% v/v en agua destilada) durante 5 minutos. Se lavé en solucion de acido acético al 1%
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se deshidraté mediante un pasaje de 30 segundos en
etanol 70%, 30 segundos en etanol 96% y 30 segundos en etanol 100%, se aclaré en xilol y se montd

con balsamo de Canada.

-Rojo Sirio: se extrajo la parafina del tejido mediante dos pasajes en xilol durante 10
minutos. Se incubd durante 1 hora con rojo sirio (rojo sirio 0,1% m/v; Sigma Aldrich 365548) en
acido picrico saturado. Se lavé dos veces en acido acético glacial al 0,005% en agua destilada. Se
deshidraté mediante dos pasajes de 30 segundos en etanol 100%. Se aclaré en xilol y se montd con

balsamo de Canada.

El puntaje de Knodell se utilizé para evaluar la severidad del proceso necroinflamatorio y la fibrosis
(Knodell et al., 1981). La evaluacién de los preparados fue realizada por un patdlogo experto sin

tener conocimiento de los diferentes tratamientos durante el analisis.

Para el analisis de expresion de SPARC, a-SMA y Von Willebrand por inmunofluorescencia, se
perfundieron ratones con 4% de paraformaldehido y se fijaron los higados por 90 minutos para
luego ubicarlos en soluciones crecientes de sacarosa del 10 al 20%. Se incluyeron las muestras en
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un medio de montaje para congelacién (Cryoplast, Biopack, Buenos Aires, Argentina) y se
seccionaron en criostato a 12 um de espesor. Luego de 1 hora de incubacidn del tejido en buffer de
bloqueo (5% suero de burro, Jackson ImmunoResearch, PA, USA, 1% BSA, 0,3% Tritdn-X en 1xPBS;
temperatura ambiente), se incub6 toda la noche con un anticuerpo monoclonal anti-SPARC de ratdn
(1:150, 0,1% BSA, 0,3% Tritdn-X, 0,02% azida sddica en PBS, 4°C; R&D, MN, USA), junto al anticuerpo
policlonal anti-raton a-SMA de conejo (1:75; ab5694, Abcam, MA, USA) o con el anticuerpo
policlonal anti- factor de Von Willebrand de conejo (VWF; 1:215; Sigma, MO, USA). Luego de un
lavado minucioso, el tejido fue incubado con un anticuerpo secundario IgG anti-rata hecho en burro
y conjugado a Cy3 y con un anticuerpo IgG anti-conejo hecho en burro conjugado a FITC (1:450; 1%
BSA en PBS, por 2 horas, a temperatura ambiente; Jackson ImmunoResearch). Las imagenes fueron

capturadas usando un microscopio confocal laser Nikon C1.

Para el analisis de expresion de a-SMA mediante tincidon por inmunohistoquimica, las secciones de
tejido hepatico fueron desparafinizadas, rehidratadas y calentadas con buffer citrato (pH=6) en
microondas. La peroxidasa enddgena fue bloqueada con 3% H,0, en etanol al 95%. Luego, se
bloquearon la biotina y avidina enddgena de las secciones (Blocking kit, Vector Laboratories Inc.) y
los sitios de pegado no especifico del anticuerpo primario (1% BSA-PBS). El tejido se incubd con el
anticuerpo policlonal a-SMA anti-ratén hecho en conejo (1:100; Abcam). Luego de un lavado
extensivo, los portaobjetos se incubaron con anticuerpo secundario anti conejo hecho en cabra
biotinilado conjugado a peroxidasa por 2 horas, lavados y luego incubados en complejo AB (Vector,
CA, USA). A continuacién fueron lavados dos veces con PBS y dos veces con buffer acetato 0,1 M.
Luego se incubaron con una solucién de 3,3-diaminobenzidina (DAB; Sigma), amonio niquel sulfato
(Aldrich, St Louis, USA) y H,0, hasta que se desarrollé la sefial. El andlisis cuantitativo del area
inmunoreactiva de a-SMA se realizé por analisis morfométrico computarizado (CMA). Alrededor de
80 imdagenes sacadas con microscopio luminico (200X) por espécimen fueron capturadas y
analizadas usando un sistema de deteccidon de umbral de color desarrollado con el software Image)

(NIH, USA). Los resultados fueron expresados como porcentaje de area positiva.
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Cuantificacion del contenido de coldgeno hepdtico y maduracion de fibras de

colageno

El analisis cuantitativo del contenido de colageno se realizd por un andlisis morfométrico
computarizado de muestras tefiidas con rojo Sirio. Con este propdsito se gestaron aleatoriamente
80 imagenes con el microscopio luminico (200X) por corte, exceptuando las zonas de venas
centrolobulillares grandes y tractos portales grandes (2150 um). Las imagenes se analizaron usando
un sistema de umbral de deteccién de color desarrollado en el software Imagel (National Institute
of Health). Los valores se expresaron como porcentaje de fibras positivas por area. Para evaluar el
grado de empaquetamiento de las fibras de coldgeno y su estado de maduracidn, las secciones de

higado se examinaron con un microscopio Olympus BX60 (Olympus, Tokio, Japén) de luz polarizada.

Electroforesis en geles diferenciales de dos dimensiones (2D difference gel

electrophoresis, 2DDIGE).

Todas las determinaciones protedmicas se realizaron en el Centro de Investigaciones de Medicina
Aplicada (CIMA), un afiliado de ProteoRed, del Instituto Nacional de Entidades Protedmicas. Los
extractos proteicos se obtuvieron de animales tratados con TAA por 10 semanas (n=4) o no tratados
(n=4). Las muestras se solubilizaron en buffer 2DDIGE: 7 M urea, 2 M tiourea, 4% CHAPS, y 30 mM
Tris, tamponado a pH 8. La concentracion de proteinas se determiné usando el ensayo de Bradford
(Bio-Rad, Hércules, CA). Se tomaron 50 pg de proteina, se etiquetaron con 400 pmoles de tincidn
minima CyDye DIGE Fluor (GE Healthcare, Madrid, Espafa) y se incubé a 4C en oscuridad por 30
minutos de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Para marcar las muestras se utilizaron las
tinciones fluorescentes Cy3 y Cy5. Una mezcla compuesta por cantidades iguales de las proteinas
de todas las muestras se marcaron con Cy2 para utilizarse como control interno. Las muestras
pareadas para comparar fueron etiquetadas en cada réplica con una combinacién diferente de la
tincidn para prevenir un sesgo potencial por etiquetado. La reaccidon de marcacion fue interrumpida
por la adicién de 1 pl de lisina 10 mM y se incubd en hielo por 10 minutos. Se cargaron las muestras
en tiras con un gradiente de pH inmovilizado (24 cm de largo, pH 3-11 NL, de GE Healthcare, Madrid,
Espafa), y se sometieron a un isoelectroenfoque (IEF) en un sistema IPGphor isoelectro-focusing

(GE Healthcare, Madrid, Espaia) de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Al finalizar el IEF,
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las tiras fueron incubadas 15 minutos en buffer de equilibrio (50 mM Tris-HCl de pH 8,8, 6 M urea,
30% glicerol, 2% SDS, y una traza de azul de bromofenol) conteniendo ditiotreitol al 0,5%, y
subsecuentemente se dejaron en buffer de equilibrio con 4,5% de iodoacetamida. Para la segunda
dimension, las tiras fueron cargadas en un gel de 12,5% de poliacrilamida y corridas, a 1 W/gel por
12-14 h, hasta que el azul de bromofenol llegara al final del gel. Posteriormente, se escanearon los
geles en 2D usando un Typhoon Trio Imager (GE Healthcare, Madrid, Espafia) a una resolucion de
100A con Aex/ Aem de 488/520 nm por Cy2, 532/580 nm por Cy3, y 633/670 nm por Cy5. Se
configurd el tubo fotomultiplicador para asegurarse que la maxima intensidad de pixeles estuviera
entre 90,000 y 99,000 pixeles. El analisis de la imagen se realizé con el software DeCyder 6.5 (GE
Healthcare, Madrid, Espafa) siguiendo las especificaciones en el manual de usuario y como se
describe a continuacidn. Se utilizé el médulo de andlisis diferencial en gel (DIA) para la deteccidn de
dots, cuantificacién del volumen de dots y para la normalizacién de la proporcidn de volimenes de
diferentes muestras en el mismo gel. Se utilizé el mddulo de andlisis de variacion biolégica (BVA)
para parear dots de proteinas en diferentes geles y para identificar dots de proteinas con diferencias
sustanciales. En el mddulo BVA se realizd edicion manual para asegurarse que los dots estuvieran
correctamente pareados en los diferentes geles y para remover rayas y manchas. Los dots
expresados diferencialmente se consideraron para el analisis de espectrometria de masas (MS) si su
valor de p correspondiente al test de t era menor a 0,05. Los geles preparativos se corrieron con 350
pg de proteina. Las proteinas se visualizaron tiflendo con SYPRO Ruby Protein Gel Stain (Bio-Rad,
Hercules, CA), y las imagenes se adquirieron con un Typhoon Trio Imager usando una Aex/Aem de
532/560 nm. Se cortaron los dots manualmente, y se procesaron con una estacién MassPrep
(Waters, Saint-Quentin, Francia) (Santamaria et al., 2003). La digestidn triptica se realizd con 12,5
ng/ul de tripsina en 50 mM de bicarbonato de amonio por 12 horas a 37 °C. Los péptidos resultantes
se extrajeron con 5% de acido férmico y 50% de acetonitrilo. Las muestras se concentraron en un

Speed-vac antes del analisis por MS.
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Andlisis por cromatografia liquida (LC)- ionizacion por electoespray (ESI)-

espectrometria de masas en tandem (MS/MS)

La cromatografia liquida microcapilar en fase reversa se realizd con un sistema capilar CapLC
(Waters, Saint-Quentin, Francia). La separacion en fase reversa del producto de la digestidon con
tripsina se realizé con una columna de silica capilar Atlantis, C18, 3um, 75 umx10cm Nano Ease
(Waters, Saint-Quentin, Francia) tamponada con 5% acetonitrilo y 0,2% de acido férmico. Luego de
la inyeccién de 6 pl de muestra, se lavé la columna por 5 minutos con las mismas soluciones
tamponadas, y los péptidos fueron eluidos usando un gradiente lineal de 5-50% de acetonitrilo en
30 minutos y a una tasa de flujo de 0,2 pl/min. La columna fue acoplada en linea con un Q-TOF Micro
(Waters, Saint-Quentin, Francia) usando una fuente de ionizacidon de nanospray PicoTip (Waters,
Saint-Quentin, Francia). La temperatura capilar se incrementd a 80°C y el voltaje de spray fue de
1,8-2,2 kV. Los datos de MS/MS fueron compilados en forma automatica, en un modo dato-
dependiente. Los tres iones mads intensos en cada estudio de escaneo fueron secuencialmente
fragmentados por disociacién inducida por colisidn (CID) usando un ancho de aislamiento de 2,5y
una energia de colisidn relativa del 35%. El procesamiento de los datos se realizé con el software
MassLynx 4.0. La busqueda en base de datos se realizé con ProteinLynx Global Server 2.1 (Waters)
y Phenyx 2.2 (GeneBio, Geneva, Suiza) contra Uniprot Knowledgebase Release 12.3
(UniprotKB/Swiss-Prot Release 54.3 y UniprotKB/TrEMBL Release 37.3). La blusqueda fue acotada
para cortes con tripsina y se permitié un error de un solo sitio no reconocido de clivaje (Folio et al.,

2009).

Actividad Catalasa

La actividad catalasa se midié como fue descripto por Beers et al (Beers and Sizer, 1952). Para ello
se monitorizd espectrofotométricamente la desaparicion de catalasa a 240 nm. Primero se
homogenizaron los higados por sonicacién y se diluyé el homogenato segun la relaciéon 300 pl de
buffer fosfato de potasio (KH2POs) 50 mM pH 7 cada 20 mg de tejido. Luego se centrifugé el
homogenato a 14000 rpm durante 25 minutos. Se prepard una solucion de perdxido de hidrogeno
(H20,) 0,036% en buffer fosfato de potasio y se determind la absorbancia (Figura 6). Para cada
muestra se colocé una alicuota de sobrenadante en una solucién 0,036% de H,0, en buffer y se
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midio la pendiente de la curva de consumo de perdxido de hidrogeno durante 2 minutos. A partir
de ese valor se calcularon las unidades enzimaticas de catalasa por mg de tejido y se relativizé al

control.
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Figura 6 Curva representativa de consumo de peréxido de hidrégeno durante 2 minutos en presencia de
diluciéon de homogenato hepatico

Aislamiento de hepatocitos y evaluacion del estrés oxidativo

Los hepatocitos fueron aislados de ratones SPARC** y SPARC”* por perfusién local del higado con
colagenasa. Se perfundid el higado con buffer de lavado (Hank’s balance salt solution) a través de la
vena porta y por medio de una canula, seccionando la vena cava para evacuar la sangre y las
soluciones. Posteriormente, se digirié con colagenasa de Clostridium histolyticum (SIGMA, St Louis,
USA, 5 mg por ratén) durante 15 minutos y se extrajo el higado. Luego de remover las células de la
capsula, se recolectaron, filtraron y centrifugaron a 200g. Finalmente se lavaron y plaquearon en
DMEM/F12 suplementado con 10% de SFB. Después de 3 horas, se cambid el medio removiendo las
células en suspensidn y quedando los hepatocitos adheridos a la placa de cultivo. Se cultivaron los
hepatocitos en DMEM al 10% de suero fetal bovino durante 48 h. Los hepatocitos se trataron con
100 mM TAA por 3 0 24 horas. Luego de incubar los hepatocitos en DMEM utilizando dicloro-dihidro-
fluoresceina (DCFH-DA) 5 uM por 30 minutos a 37 °C con 5% CO; (Franco et al., 2006), se detecto el

nivel de estrés oxidativo por citometria de flujo.
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Carbonilacion de proteinas

Se homogeneizaron las muestras hepaticas en urea 7M, CHAPS 4%, EDTA 1 mM y Tris 50 mM, pH
7,5. Los extractos citosodlicos se obtuvieron por ultracentrifugacién a 100000xg por 1 h a 10°C. Se
midié la concentracion de proteinas con un kit de ensayo de Bradford (BioRad) y se mezclaron 25
pg de proteina con un mismo volumen de 12% SDS e incubaron a temperatura ambiente por 15
minutos. La carbonizacién de proteinas fue medida con el kit de deteccidn para oxidacion de
proteinas OxyBlotTM siguiendo las instrucciones del fabricante. Se realizd la electroforesis y el
blotting de las muestras (Sanchez-Quiles et al., 2011). La membrana fue bloqueada con 5% DPBST-
BSA por 1 h. Se diluyo el anticuerpo primario 1/75 en el mismo buffer y la incubacion fue de 14 horas
a 4°C. Luego de 5 minutos de lavados con DPBST, la membrana se incubd con el anticuerpo
secundario (cabra, anti conejo 1gG HRP, Sigma Aldrich) en una dilucién 1/5000 en DPBST-BSA. La

inmunoreactividad fue visualizada por quimioluminiscencia mejorada (Perkin Elmer).

Cuantificacion de los niveles hepdticos de oxido nitrico mitocondrial

Los higados se homogeneizaron en buffer MSHE (225 mM manitol, 70 mM sacarosa, 1 mM EGTA,
25 mM HEPES), pH 7,4 con 5 pg/ml de aprotinina (Sigma, St Louis, USA), leupeptina (SIGMA, St Louis,
USA) y 0,1% de albumina de suero bovino. Los homogenatos fueron centrifugados a 700g a 4°C por
10 minutos; el sobrenadante fue centrifugado a 7000 g por 10 minutos. El pellet mitocondrial se
purific6 usando un gradiente de Percoll para remover completamente la contaminacién de
organelas y mitocondrias rotas. La contaminacion de las mitocondrias purificadas fue evaluada
comparando la actividad de la enzima lactato dehidrogenasa (marcador citosoélico) con la actividad
de la enzima succinato-citocromo ¢ reductasa (marcador mitocondrial); se encontré una
contaminacion minima (del 2 al 5%)(Carreras et al., 2004). Se incubaron las mitocondrias (1 mg de
proteina por ml) en PBS por 30 minutos a 37 °C con 5% CO,, 10 M 4-Amino-5-metilamino-2’, 7’-
difluorofluoresceina (DAF-FM), y 0,5 M MitoTracker. Se midié la fluorescencia con un citdmetro

Ortho-Cytoron Absolute (Johnson and Hohnson) (Franco et al., 2006; Lopez-Figueroa et al., 2000).
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Microscopia electronica

Se administré a ratones SPARC** y SPARC” una dosis de Con Ay a las 6 h se obtuvieron muestras
de tejido hepdtico que fueron rapidamente lavadas en buffer fosfato y fijadas en glutaraldehido al
3%. Luego de 2-3 minutos, las muestras fueron cortadas en piezas de 1-mm?® y se agregd
glutaraldehido al 3% fresco. Luego de un enjuague, las muestras fueron fijadas en OsQ4, enjuagadas
y deshidratadas, para luego ser incluidas en Epon 812, una resina epoxi, antes de cortar secciones
ultrafinas (de aproximadamente 50 nm), que luego fueron observadas en un microscopio

electrénico Hitachi H-7000 (Hitachi, Tokyo, Japdn).

Utilizacion de O; mitocondrial y actividad de transferencia de electrones

La actividad del complejo | (NADH: ubiquinona reductasa) se midié analizando la reduccién de 50
UM 2,3-dimetoxy-6-metil-1,4-benzoquinona en presencia de 1 mM KCN y 200 uM de NADH como
donante de electrones a 340 nm con un espectrofotdmetro Hitachi U3000 a 30°C. La actividad de
los complejos II-Ill se determind por la reduccién del citocromo ¢ a 500 nm. La actividad citocromo
oxidasa (complejo 1V) se determiné monitorizando la oxidacion del citocromo c a 550 nm (€sso, 21
mM1.cm™); la tasa de reaccidn se midié como la constante de reaccién de pseudo-primer orden (k’)
y se expresd como nmoles/min.mg de proteina (K'/min.mg de proteina para el complejo 1V)

(Carreras et al., 2004; Riobo et al., 2002).

Determinacion de transaminasas hepdticas

Se obtuvo sangre de los animales a través del seno retro-orbital. Para obtener el suero la sangre se
centrifugd por 10 min a 3000 rpm. Posteriormente, los sueros se guardaron a -20°C hasta su uso. Se
midieron los niveles de las transaminasas hepdticas ALT y AST usando un autoanalizador

ARCHITECT® (Abbott).
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Anadlisis estadistico

Los datos obtenidos fueron expresados como promedios * SEM cuando fue apropiado. El analisis
estadistico fue realizado usando test de Student o Mann-Whitney, de acuerdo a la distribucidn. Las

diferencias fueron consideradas significativas cuando p<0,05.

84



Resultados

85



Resultados

Parte |

Induccion de la expresion de SPARC durante el daio hepdtico agudo

Se analizaron mediante qPCR cambios en los niveles de expresién del ARNm de SPARC en modelos
in vivo de falla hepatica aguda en diversos modelos experimentales en ratones. Observamos sobre-
expresion de SPARC a nivel hepatico a las 24 horas en los modelos experimentales estudiados: Con
A, Jo2 y D-galactosamina/LPS. La expresién de SPARC en el modelo de Con A se incremento 2,6+0,2
veces (p<0,05), en el modelo de Jo2 aumentd 4,7+0,4 veces (p<0.01), y en el modelo de D-
galactosamina/LPS el aumento fue de 4,1+0,3 veces (p<0,05, Figura 7A). Por el contrario, en los
ratones no tratados (control, tratados con solucién salina) la expresion de SPARC fue casi
indetectable. Estos datos demuestran que la induccién de la expresién de SPARC no es modelo-

dependiente y que se observa en todos los modelos experimentales estudiados.

Empleando un anticuerpo monoclonal anti-SPARC de ratén, y de manera consistente con los
resultados obtenidos por qPCR, observamos mediante tincién inmunohistoquimica que SPARC se
sobre-expresa en tejido hepatico tras la injuria inducida por Con A, siendo esta expresion mayor
luego de 24 horas de administrada la lectina. El patron de localizacion de SPARC coincide con la
localizacién de las LSEC, de reconocida capacidad para producir SPARC frente a diversos estimulos

(Figura 7B) (Sage et al., 1984; Sage et al., 1981).
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Figura 7 (A) gPCR en muestras de tejido hepatico proveniente de ratones tratados con Con A, GalN/LPS
0 anti-CD95. *p<0.05, **p<0.01 vs SPARC**, test de Dunn. (B) Inmunohistoquimica para SPARC en
muestras de tejido hepdatico provenientes de ratones tratados con Con A a diferentes tiempos. Flechas:
localizacidn sinusoidal de SPARC (200x, n=3).

Posteriormente, nos preguntamos si la expresién de SPARC podria también inducirse en diferentes
afecciones hepdticas en muestras provenientes de pacientes. Se realizé qPCR en muestras de
hepatitis alcohdlica (AH), hepatitis cronica por virus C (HCV) y esteatohepatitis no alcohdlica (NASH).
Se observé asi una elevacién significativa de la expresion de SPARC Unicamente en muestras de
pacientes con diagndstico de hepatitis alcohdlica aguda y no hubo cambios significativos en la
expresion de SPARC en otras patologias cronicas como HCV o NASH (2,940,2 en pacientes con AH,

0,6+0,05 para HCV y 0,5+0,05 para NASH, p<0.01, Figura 8).
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Figura 8 Expresion del ARNm de SPARC en muestras hepaticas de pacientes con diversas patologias.
Expresion de ARNm de SPARC en humanos medido por qPCR. **p<0.01 (Hepatitis Alcohédlica n=34, HCV
n=>5, NASH n=10, Control n=6)
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Disminucion del daio hepdtico agudo en ratones deficientes de SPARC

Posteriormente, y dado que SPARC se induce bajo distintas condiciones patoldgicas experimentales,
estudiamos si la ausencia de SPARC propia de los ratones SPARC” afecta el proceso de muerte de
hepatocitos que se desarrolla durante el dafio agudo asociado a la inyeccidn de Con A, anti-CD95 o
GalN/LPS. A las 24 horas de inyectar Con A (Figura 9A), anti-CD95 (Figura 9B) o GalN/LPS (Figura 9C)
se observé que los ratones SPARC** presentaban extensas areas de necrosis y distorsiéon de la
histoarquitectura hepatica. Ademas, en el modelo de Con A y GalN/LPS se observé un intenso
infiltrado inflamatorio. Estos hallazgos patoldgicos se vieron notablemente reducidos en los higados
de los animales SPARC”" en los diferentes modelos experimentales estudiados. En concordancia con
estas observaciones histopatoldgicas, se encontré un incremento de los niveles de las transaminasas
hepéticas AST y ALT (que denotan necrosis de hepatocitos) en ratones SPARC** en comparacién con
ratones SPARC” cuyos valores fueron significativamente menores (ALT (Ul/L): 8.710+484 SPARC**
24h Con A vs. 693,3+385,0 SPARC’- 24h Con A, p<0.05; AST (Ul/L): 12.310+1158 SPARC** 24 h Con
A vs. 1.020+287,9 SPARC”- 24h Con A, p<0,05). Este hallazgo fue también observado en los otros
modelos de dafio hepatico agudo estudiados. Para el modelo de Jo2 los ratones SPARC** alcanzaron
niveles de ALT (UI/L) de 3.012+338,7 y los SPARC”" niveles de 1.384+383,8 (p<0,05) y para AST (Ul/L)
los ratones SPARC** alcanzaron niveles de 2.047+272,4 y los SPARC”" 720,0+164,6 UI/L (p<0,01).
Para el modelo de GalN/LPS los ratones SPARC** alcanzaron niveles de ALT (Ul/L) de 4.815+1449
mientras que los SPARC”* alcanzaron niveles de 663,3+494,2 (p<0,05). Estos resultados ponen de
manifiesto que la ausencia de SPARC se asocia a una menor necrosis hepatocitaria inducida tanto

por Con A como por anti-CD95 y GalN/LPS.
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Figura 9 Proteccion en animales SPARC”" ante el dafio hepatico agudo

(A) H&E (400x). Niveles séricos de AST y ALT (UI/L); p<0.05 SPARC” 24 h con A vs. SPARC** 24 h con A,
Mann Whitney test. (B) H&E (200x). Niveles séricos de AST y ALT tras administracion de anti-CD95.
*p<0.05, **p<0.001 SPARC”" 24h con A vs. SPARC** 24 h anti-CD95, Mann Whitney test (C) H&E (400X).

Niveles séricos de AST y ALT tras administracion i.p. de GalN/LPS vs. SPARC** 24 h GalN/LPS, test de Mann
Whitney.

Posteriormente, nos preguntamos si los animales heterocigotas para SPARC, con la mitad de la
dotacidn genética para SPARC, podrian también estar protegidos frente al dafio y en qué magnitud.
Cuando los animales heterocigotas para SPARC (SPARC*) fueron tratados con Con A (15 pg/g) se
observé menor nivel de dafio en comparacién con los ratones SPARC** tratados con Con A (Figura
10A-B). Asimismo, la induccién de SPARC fue menor en los ratones SPARC*" tratados con Con A que
en los ratones SPARC** (4,8+0,3 SPARC** vs. 1,2+0,1 SPARC*, p<0,0001) Posteriormente, decidimos
estudiar si el restablecimiento de la expresién de SPARC en ratones SPARC”" empleando un vector
adenoviral que expresa una secuencia sentido para SPARC (AdsSPARC) podia conferir una “re-
sensibilizacién” al dafio inducido por Con A. El analisis de PCR mostré que en los ratones SPARC”

que recibieron el vector AdsSPARC existié una restitucidn de la expresion de SPARC, en comparacién
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con los que recibieron el vector control AdBGal (Figura 10C). Como se puede observar en la figura
10D, la administracién del vector AdsSPARC en tejido hepatico de los animales SPARC”" se asocié a
un restablecimiento de la susceptibilidad al dafio hepatico, observandose la presencia de areas de

necrosis e infiltrado inflamatorio, aunque en una menor magnitud a la observada en los animales

SPARC**,
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Figura 10 Dafio en ratones heterocigotas para SPARC y restitucién de la sensibilidad a la toxicidad por
Con A en ratones SPARC’ que reciben un vector adenoviral que expresa SPARC. (A) Figuras
representativas de H&E de secciones de higados de ratones SPARC*" tratados 24 horas con Con A (X100)
(B) Analisis de qPCR de muestras de higado de animales no tratados, tratados con Con A SPARC**, no
tratados SPARC* y tratados con Con A SPARC*-(C) PCR donde se confirma la induccién de la expresién de
SPARC en ratones SPARC”" que reciben el adenovirus que expresa SPARC (D). Modelo experimental y
tincién por H&E de ratones SPARC** que reciben Con A y un vector adenoviral control, ratones SPARC”
que reciben Con A, y ratones SPARC”- que reciben Con Ay el vector adenoviral que expresa SPARC. SPARC
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A continuacién estudiamos los mecanismos de proteccién que presentan los ratones SPARC” y
especialmente en el modelo de Con A. Para caracterizar el tipo de infiltrado inflamatorio que se
genera tras la administracién de Con A, se realizd una tincidon inmunohistoquimica para linfocitos T
CD4*, ya que esta subpoblacidn participa en el modelo fisiopatoldgico del daio por Con A. Como se
observa en los animales SPARC’- existe una disminucién significativa de la presencia de esta
subpoblacién linfocitaria en el infiltrado inflamatorio (21,3+2,6 SPARC** 24h Con A vs. 12,4+1,3
SPARC”" 24h Con A; p<0,05, Figura 11A-C). Estos hallazgos se confirmaron mediante analisis por
citometria de flujo al cuantificar las células CD4* provenientes de células mononucleares

intrahepaticas (9,5+0,5% SPARC** 24h Con A vs. 3,4+0,6% SPARC”" 24h Con A; p<0,05, Figura 11D).
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Figura 11 Reduccién de la magnitud del infiltrado inflamatorio hepético en animales SPARC”". (A, B)
Inmunohistoquimica para células T CD4* (100x). (C) Cuantificacion del area positiva para células CD4*.
*p<0.05 SPARC’- 24h Con A vs. SPARC** 24h con A, test de Mann Whitney. (D) Citometria de flujo para
células CD4* provenientes del higado. *p<0.05, test de Mann Whitney.
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Debido al rol fundamental de diversas citoquinas en la fisiopatologia del dafio hepdtico agudo
inducido por Con A, analizamos la presencia de citoquinas proinflamatorias tras la inyeccién de Con
A. Los niveles de TNF-a e IL-6 medidos por ELISA en el suero de los animales fueron
significativamente menores en ratones SPARC”" en comparacién con los animales SPARC**, tanto a
las 3 h (168,8+12,4 SPARC** vs. 103,9+10,1 pg/ml TNF-a SPARC”; p<0,05) y las 9 h (878,4+518,5
SPARC** vs. 302,9+226,6 pg/ml IL-6 SPARC”; p<0,05) post inyeccidn, respectivamente (Figura 12A).
Ademas, se observé una atenuacion de la induccion de los niveles de ARNm de TGF-B1 medidos por
qPCR en los higados de ratones SPARC”* en comparacién con el grupo de ratones SPARC** luego de
9 h (2,2+0,3 SPARC** vs. 0,7+0,07 SPARC”"; p<0,0001) y 24 h (8,6+1,6 SPARC** vs. 1,8+0,4 SPARC”";
p<0,05) post inyeccidon de Con A. (Figura 12A). Estos efectos se acompafiaron de una disminucion
significativa en la magnitud de los eventos apoptdticos evidenciados con la técnica de TUNEL en

ratones SPARC” (Figura 12B).
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Figura 12 Reduccién de los niveles de citoquinas proinflamatorias y de la apoptosis medida por TUNEL
en ratones SPARC™". (A) Niveles séricos de TNFa e IL-6. *p<0.05 SPARC”" 3h con A vs. SPARC** 3 h con A
para TNFay SPARC7- 9 h con A vs. SPARC** 9 h con A para IL-6, test de Mann Whitney. qPCR para TGF-B;
*%%%p<0.0001 SPARC”" 9 h con A vs. SPARC** 9 h con A y *p<0.05 SPARC”- 24 h con A vs. SPARC** 24 h
con A, test de Dunn. (B) Microfotografias representativas de secciones hepaticas tras 9 h de tratamiento
con Con A en ratones SPARC** o SPARC’- mediante TUNEL (40x, n=4).

La inhibicion de la expresion de SPARC en células endoteliales se asocia a un menor

daio inducido por Con A.

El dafo de las LSEC es uno de los primeros eventos que ocurren en el proceso de injuria hepatica
mediada por Con A (Tiegs et al., 1992). Este proceso inflamatorio y de destruccién de las LSEC
facilitaria la infiltracion de células T activadas al parénquima hepatico con la subsecuente
inflamacién e induccion posterior de la necrosis hepatocelular. Mediante analisis por microscopia
electrénica observamos que la monocapa de LSEC se encontraba naturalmente dafiada en animales
SPARC**, 9 h después de la inyeccién de Con A. Por el contrario, en animales SPARC”", la monocapa
de LSEC se encontraba indemne (Figura 13A). Posteriormente, para intentar reproducir
experimentalmente in vitro diversos aspectos del proceso inflamatorio y necrético que afecta a las
células endoteliales, se realizaron estudios en la linea de células endoteliales denominada HMEC-1.
En primer lugar estudiamos si la Con A modificaba la expresién de SPARC. Observamos que después
de 1 h de incubacién con Con A se indujo la expresién del ARNm de SPARC (1,00+0,03 sin Con A vs.
1,95+0,14 con Con A; p<0,05, Figura 13B).
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Figura 13 La ausencia de SPARC se asocia a una mejor preservacion de las células LSEC sometidas a
injuria. (A) Microscopia electrénica de tejido hepatico proveniente de animales SPARC** y SPARC’-
tratados o no con Con A. Flechas: LSEC dafiadas. (15000x). (B) qPCR para SPARC en células HMEC-1.
*p<0.05, HMEC-1 1h y 3h de tratamiento con Con A vs. células no tratadas; test de Mann Whitney.

Para analizar los efectos de la inhibicién de la expresion de SPARC en las células endoteliales,
empleamos un vector basado en un lentivirus codificante de una secuencia siRNA especifica anti-
SPARC y exploramos su efecto inhibitorio de la expresién de SPARC mediante qPCR. Las células
tratadas con un lentivirus control (siSCR) aumentaron la expresidon de SPARC con respecto al control
(2,7+0,5 UA), mientras que las células HMEC-1 tratadas con siSPARC bajaron la expresion de SPARC

a niveles mas bajos que las células en condicidn basal (0,4+0,1 UA) (p<0,01, Figura 14A).

Con el objeto de evaluar los efectos de la inhibicidn de SPARC sobre la organizacion de los filamentos
de actina se hizo una tincién con faloidina, que tiene la propiedad de unirse a la interfaz existente
entre los mondmeros de actina adyacentes del polimero de actina F. Como resultado de este
ensayo, las células tratadas con el siRNA control mostraron reduccion de la proporcion de células
adherentes con un patrén de fibras gruesas (fiber stress) y en la distribucidon de la tincidon con
faloidina, junto con un incremento de los espacios intercelulares en comparacion con las células a
las que se les inhibié SPARC mediante el siRNA especifico (Figura 14B). Por otro lado, evaluamos el
nivel de apoptosis de células HMEC-1 después del tratamiento con Con A. De manera interesante,
la inhibicién de SPARC resulté en una reduccion significativa del porcentaje de apoptosis a las 3 h
tras la incubacién con Con A, de manera que el porcentaje de células apoptéticas para las células
tratadas con Con Ay siSCR fue del 36,8+6,6% y las tratadas con siSPARC fue del 21,9+2,7% (Figura
14C).

Posteriormente, intentamos simular in vitro el proceso de transmigracién de linfocitos activados
que ocurre en el modelo experimental en estudio. Para ello exploramos si la inhibicion de SPARC
afectaria el nimero de linfocitos que transmigraban atraidos por las quimiocinas CCL19 y CCL21 a
través de una monocapa de células HMEC-1 tratadas con Con A. La inhibicidon de SPARC resultd en
una reduccidn significativa (p<0,001) del nimero de linfocitos que migraron a través de la monocapa
de células endoteliales a las 3 h (109,2+8,5 siSCR Con A vs. 46,9+7,6 si SPARC Con A; Figura 14D).
Estos resultados sugieren que la inhibicion de la expresion de SPARC protegeria a las células

endoteliales de la apoptosis inducida por Con A, preservando la conformacién de monocapa e
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impidiendo o dificultando el proceso de transmigracidn linfocitaria, evento critico para inducir dafio

hepatico en el modelo experimental.
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Figura 14 La inhibicion de la expresion de SPARC se asocia a una mejor preservacion de las células
HMEC-1 sometidas a injuria por Con A. (A) qPCR para SPARC en células HMEC-1 tratadas con siControl o
siSPARC. (B) Tincidn con faloidina en células HMEC. (C) Cuantificacion de la apoptosis en células HMEC-1
tras la incubacion con Con A (ensayo con AO/EB). **p<0.01 HMEC-1 vs. HMEC-1 1h Con A; ****p<0.0001
HMEC-1 vs. HMEC-1 3h Con A; op<0.05, siSCR 3 h Con A vs. siSPARC 3 h Con A, Mann Whitney test, n=4.
(D) Transmigracion de esplenocitos a través de una monocapa de células HMEC-1. Media + SEM para

grupos individuales. *p<0.05 HMEC-1 vs. HMEC-1 3h Con A, ***p<0.01 siSCR 3h Con A vs. siSPARC 3h Con
A, test de Dunn multiple.

La expresién de VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1) en células LSEC es inducida durante el

proceso inflamatorio en el higado (Bacchi et al., 1993; Cybulsky et al., 1991; Kelly et al., 2007).
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Decidimos analizar el patron de expresiéon de VCAM-1 en el modelo de Con A. Se observé asi una
marcada induccién de la expresién de VCAM-1 en los higados de ratones SPARC** después de 7 h
de tratamiento con Con A. Por el contrario, en animales SPARC”, la expresién de VCAM-1 fue
sustancialmente menor (3,7+0,6% SPARC** Con A vs. 1,2+0,1% SPARC’" de area positiva; Figura 15).
Estos hallazgos sugieren que SPARC podria estar involucrada en eventos tempranos del proceso

inflamatorio de las células LSEC en el dafio hepdtico inducido por Con A.
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Figura 15 La ausencia de SPARC se asocia a una menor activacion del endotelio sinusoidal hepatico, de
acuerdo a la induccion de VCAM-1. Inmunofluorescencia para VCAM-1 (200x).pv, vena porta; cv, vena
central.

Para comprender con mayor detalle el mecanismo a través del cual el daiio de las LSEC permite que
se desarrolle el proceso de infiltracion masiva de linfocitos T activados y el posterior dafio
hepatocelular, decidimos estudiar la presencia de autofagia en las células HMEC-1. Para ello,
realizamos una tincion de las células HMEC-1 con el marcador de autofagia LC3, proteina necesaria
y reclutada para la formacidn de las membranas de los autofagosomas (Bacchi et al., 1993). Como
se muestra en la figura 16, el nivel de dots de LC3* se incrementd en las células HMEC-1 tras la
incubacién por 3 h con Con A (6,1+0,5 dots/célula en HMEC-1 vs. 19,8+1,4 en células tratadas con
Con A; p<0,01). Es interesante destacar que la inhibicidn de SPARC redujo sustancialmente la tincidn

positiva para LC3 a las 3 h (17,5+1,4 dots/célula siSCR vs. 5,2+0,7 siSPARC; p<0,01). Ademas, el
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bloqueo del flujo autofdgico mediante el uso de cloroquina confirmé que el descenso de la tincién
de LC3 obtenido tras la inhibicion de SPARC se debié a la inhibicion de la autofagia, ya que los dots
de LC3 permanecieron estables y no se acumularon cuando se inhibié el flujo de LC3. Estos
resultados indican que Con A induce autofagia en las células endoteliales, y que este proceso se

reduce significativamente tras la inhibicién de SPARC.
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Figura 16 La inhibicion de la expresion de SPARC en células HMEC-1 se asocia a una disminucion en los
niveles de autofagia inducida por Con A. (A) LC3 dots por célula HMEC-1 (600x) ;(B) Cuantificacién de los
dots de LC3 por célula; **p<0.01, HMEC-1 vs. 3h Con A, siSCR 3 h Con A vs. siSPARC 3 h Con A; *p<0.05,
HMEC-1 cloroquina vs. 3h Con A cloroquina, siSCR 3 h Con A cloroquina vs siSPARC 3 h Con A cloroquina;
test de comparaciéon multiple de Dunn.

El andlisis del transcriptoma revela mecanismos moleculares potencialmente

relacionados con el rol de SPARC en el daino hepdtico inducido por Con A.

Posteriormente, y con el fin de profundizar en el estudio de los mecanismos que podrian estar
involucrados en el efecto protector del dafio hepatico agudo inducido por Con A en animales SPARC
/-, se realizé un analisis por microarreglos de cDNA (mediante una colaboracién con la Universidad
de Navarra) sobre muestras de tejido hepatico proveniente de ratones SPARC” y SPARC** tras 9 h

de la aplicacion de Con A. El analisis por microarreglos arrojo un total de 169 genes que mostraron

97



cambios (p<0.01; 94 sobre-expresados y 75 reprimidos) en ratones SPARC’ comparados con
ratones SPARC** (Tabla Ill). El analisis por IPA (Ingenuity Pathways Analysis) mostré diversos
grupos/redes de genes modificados relacionados con adhesidon celular, organizacion del
citoesqueleto y el proceso de apoptosis (Figura 17), entre los que se incluyen la sobre-expresion de
los genes actin capping protein 82 (CAPZB) y tubulin 8 Class Ilb (TUBB2B), con represidn de los genes
thymosin 8 (TMSB10), slingshot homolog 1 (SSH1), thioesterase superfamily member 4 (THEM4),
tumor necrosis factor receptor superfamily member 14 (TNFRSF14) y potassium voltage-gated

channel, KQT-Like subfamily member 1 (KCNQ1).
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Figura 17 Heatmap y red de genes destacada donde se muestra la expresion diferencial de genes. (A)
Heatmap de los genes expresados diferencialmente entre los diferentes grupos de animales tras 9 horas
de administrada la Con A. (B) Red de genes destacada obtenida mediante el analisis de IPA de genes
diferencialmente expresados en animales SPARC”-y SPARC** después de 9 h de inyectada la Con A. Los
genes sobre-expresados y reprimidos en animales SPARC” se muestran en verde y rojo, respectivamente.
La intensidad de los colores denota niveles de expresidn génica. En gris los genes que tienen relacion con
los resaltados en rojo o verde pero que no han alcanzado criterios suficientes para considerarlos que han
cambiado su expresion de manera significativa. (C) Niveles de expresién de ARNm de CAPZB y TNFRSF14
en muestras de higado de ratones luego de 9 h de inyeccion de Con A. *p<0,05. Test de Mann Whitney.

Tabla lll: IPA® Moléculas Top. 9 h de tratamiento con Con A
Genes sobre expresados

ID del Gen Valor exponencial
CLPX NM_011802 2,519
PF4 NM_019932 2,455
RNH1 NM_145135 2,411
FAM151A NM_146149 2,337
OLAH NM_145921 2,310
GIMAP1-GIMAP5S NM_175035 2,224
CAPZB NM_009798 2,153
Tpm4 NM_001001491 2,059
C8G XM_130127 2,057
GYS1 NM_008195 2,055
Genes reprimidos
Gene ID Valor exponencial

STK32C NM_021302 -3,318
CCRNA4L NM_009834 -2,747
PIRT NM_178656 -2,485
Cliorf70 NM_199017 -2,399
HIC2 NM_178922 -2,356
Scgh2b26/Scgb2b27 NM_194338 -2,338
RNF182 NM_183204 -2,309
GJC3 NM_080450 -2,281
BRD8 NM_144864 -2,222
9830107B12Rik NM_177083 -2,068

Los resultados demuestran que la ausencia de SPARC se correlaciona con un efecto de proteccidon
frente al dafio hepatico producido por Con A. Con la finalidad de estudiar los alcances terapéuticos
de este efecto, decidimos evaluar si la inhibicion de la expresiéon de SPARC in vivo protege a los
animales contra el dafio hepatico inducido con Con A. Para ello, empleamos el vector adenoviral
AdasSPARC que expresa una secuencia antisentido para el ARNm de SPARC; como control se usé un
vector adenoviral no terapéutico que expresa el gen reportero de la beta galactosidasa, Adpgal. Los
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adenovirus fueron administrados por via intravenosa 48 h antes de la aplicacion de Con A en ratones
SPARC**. En primer lugar demostramos que el vector AdasSPARC atenud la expresion hepatica de
SPARC inducida ce en ratones tratados con Con A a las 24 h, como mostramos por qPCR (2,9+0,6
AdBgal vs. 1,5+0,2 AdasSPARC; p<0,05, Figura 18A). Mas importante aun fue que esta estrategia
resultd eficaz en atenuar la magnitud de la injuria hepatica como se pone en evidencia con los
niveles de transaminasas séricas (ALT (Ul/L): 9.610+2526 AdBGal Con A vs. 1.837+1712 AdasSPARC
Con A; p<0,05; AST (UI/L): 17.403+4535 AdBGal Con A vs. 3.210+1831 AdasSPARC Con A; p<0,05) y

ante la evaluacion microscépica del tejido hepatico (Figura 18B-C).
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Figura 18 . El vector adenoviral AdasSPARC ejerce un efecto protector del dafio hepatico inducido tras
la administracidon de Con A en un modelo preventivo (A) gPCR de tejido hepatico proveniente de ratones
tratados con Con A SPARC** o AdasSPARC SPARC**. *p<0.05 vs. SPARC** 24h Con A; test de Mann
Whitney. (B) Niveles séricos de AST y ALT después de 24 h de tratamiento con Con A en ratones SPARC**,
AdasSPARC SPARC** y AdBgal SPARC**. p<0.05 vs. SPARC** 24h Con A; test de Dunn. (C) H&E de tejido
hepético tratado con Con A en grupos SPARC**, AdasSPARC SPARC** y AdBgal SPARC**; (200x).

Con el objetivo de ensayar el uso terapéutico de la inhibicién in vivo del dafio hepatico inducido por
Con A, estudiamos los efectos de un siRNA para uso in vivo anti-SPARC (siSPARC) con su respectivo
siRNA control (siControl), administrado via vena portal 2 h después de la inyeccién de Con A.
Cuarenta y ocho horas luego de la inyeccion de siSPARC se evidencid una atenuacion de la expresién
hepatica de SPARC como se muestra en la qPCR (2,210,2 siControl vs. 0,9+0,09 siSPARC; p<0,01,
Figura 19A). Pero mas importante fue la disminucidn en la magnitud del dafio hepatico en los

ratones tratados con siSPARC en comparacion con los animales del grupo siControl (AST (UI/L):
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296,7+43,7 siControl Con A vs. 142,0+9,7 siSPARC Con A; Figura 19B). Mas importante aun fue
observar que esta estrategia terapéutica resultd en aumento de la supervivencia de los animales,

como puede evidenciarse en la figura 19C.
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Figura 19 Efecto terapéutico de la inhibicion de SPARC mediante la administracion de siRNA anti-SPARC
en el modelo de Con A. (A) Niveles de SPARC en ratones tratados con Con A siControl o siSPARC. (B) Niveles
de la transaminasa AST (UI/L) en ratones tratados con Con A siControl o siSPARC. (C) Curva de sobrevida

de ratones controles, siControl tratados con Con A SPARC** o siSPARC tratados con Con A SPARC'*.
p<0,05, test de Log-rank.
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Parte Il

Caracterizacion del perfil de expresion génica en ratones naive SPARC’- mediante

el andlisis de microarreglos de ADNc.

Para explorar el efecto de la ausencia de SPARC sobre el perfil de expresion de genes a nivel hepatico
durante el proceso fibrogénico, se realizd un andlisis de microarreglos de expresién de ADNc
(Affymetrix Mouse Gene ST 1.0 array), en animales antes y después de la administracion de TAA en
ratones SPARC”" y SPARC**. Con esta finalidad, en primer lugar realizamos una comparacién del
perfil de expresidn génica entre muestras de animales no tratados con TAA, con la hipdtesis de que

los genes responsables del efecto basal podrian encontrarse sobre-expresados o reprimidos.

Como resultado de este analisis, 139 genes se encontraron sobre-expresados (124 genes conocidos
y 15 desconocidos ADNc o ESTs) y 155 genes reprimidos (138 genes conocidos y 17 desconocidos
ADNCc o ESTs) (véase material complementario). Para analizar toda la informacién surgida de nuestro
analisis por microarreglo se siguieron tres estrategias. En primer lugar, se expone la lista de los
primeros 10 genes sobre-expresados o reprimidos (Tabla 1V), luego los modelos de interaccién de
redes de genes (Figura 20) y, finalmente, el andlisis de GO (véase material complementario). El
analisis de los genes sobre-expresados y reprimidos mostré genes candidatos de participar en la
proteccién del dafio hepéatico en los ratones SPARC”", al compararlos con los ratones SPARC**. Es
importante mencionar que LOXL4, una proteina importante relacionada con la regulacién de los
componentes de la MEC, fue encontrada sobre-expresada, mientras que USP2, relacionada con la
induccidn de apoptosis, y CCL19, relacionada con la inflamacidn y la fibrogénesis, se encontraban
reguladas negativamente en higados de ratones no tratados SPARC”" cuando fueron comparadas
con ratones SPARC**. Estos hallazgos sugieren que podria existir una condicién inicial de las células
del higado, con susceptibilidad a la injuria y compatible con una subsiguiente reduccién en la

susceptibilidad para desarrollar fibrosis.

Los analisis de Ingenuity Pathway Analysis (IPA) (con una rigurosidad de p<0,01 de que la asociacion
de los genes no sea un producto del azar) destacaron varias redes de proteinas que incluyen
mecanismos protectores en los ratones SPARC” ante el estimulo fibrogénico. La red con el mejor
puntaje y por ende la menor probabilidad de que los genes que componen la red sean un producto
del azar, fue elegida para andlisis (Figura 20B). En este modelo, la ausencia de la expresion de SPARC
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se relaciond con la expresidn de Sox9. Sox9 (sex determining region Y-box 9) y CDH1 (Cadherin-1 o
E-cadherin; con una actividad de expresion regulada y que se une a Sox9) se encontraron sobre-
expresados en los higados de ratones SPARC”". Adicionalmente, otros genes mostraron aumento de
expresion en los ratones SPARC”" dentro de la misma red de interaccién como cldn1 (Claudin 1),
secretasa gamma, aph1lb (anterior pharynx defective 1b homolog), pagl (phosphoprotein associated
with glycosphingolipid microdomains 1), mpzl1 (myelin protein zero-like 1) y agk (acylglicerol kinase).
Ademas, la ausencia de expresiéon de SPARC se encontrd relacionada con una inhibicion en PCGF2
(polycomb group ring finger), un factor que mantiene la represion de genes relacionados a la
tumorigenesis y al ciclo celular. PCGF2 interaccionaria con UBE2U (ubiquitin-conjugating enzyme
E2U), proteina involucrada en la ubiquitinisacién que fue encontrada sobre-expresada en ratones
SPARC”". Consistentemente, otras proteinas con capacidad de interaccién con UBE2U, como dos
miembros de la familia de TRIM (tripartite motif-containing) y MID2 (midline 2), se encontraron

sobre-expresadas en ratones con deficiencia de SPARC.

Por otro lado, un andlisis de GO (véase material complementario) reveld categorias ontoldgicas
enriquecidas estadisticamente, incluyendo vias relacionadas con la remodelacién de la cromatina,
la sefializacién de AMP ciclico o la regulacién del ciclo celular. Nuestros datos sugieren que el higado
de animales deficientes de SPARC presenta un patron de expresion de genes que los hace menos

susceptibles al desarrollo de la fibrosis hepatica.

Los andlisis de microarreglos muestran cambios en el patron de expresion de genes

en la fibrosis avanzada en animales SPARC”

Previamente hemos demostrado que los ratones SPARC’- muestran una reduccién de los niveles de
fibrosis hepatica luego de 10 semanas de administracion de TAA (Atorrasagasti et al., 2013). Para
dilucidar los mecanismos protectores que podrian estar relacionados con la reduccion de fibrosis
hepética observados en los ratones SPARC”, se realizé un estudio por microarreglos de expresion
de ADNc, comparando el tejido hepético de ratones SPARC”" y SPARC**, luego de 10 semanas de
administracion de TAA. Un total de 492 genes fueron modificados (p<0,01), 281 genes sobre-
expresados y 211 reprimidos en los ratones SPARC”". Los genes con mayor sobre-expresién y mayor
represion se muestran en la tabla V. Los genes con mas sobre-expresion incluyen a CLDN4 (Claudin
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4), un componente de las hebras de uniones estrechas, y la inhibicién de CIDEC (cell death-inducing
DNA fragmentation factor-a-like effector C), potente inductor de apoptosis. Las vias candnicas y las
funciones bioldgicas identificadas mediante el andlisis de IPA mostraron un importante grupo de
genes sobre-expresados asociados a la reparacidn del DNA y la detoxificacidn. Notablemente, fue
encontrado sobre expresado en los ratones SPARC”- un grupo numeroso de genes que forman una
red de interaccion relacionada con la reparacion del ADN (Figura 20C), incluyendo en el centro de la
red a ATM (ataxia telangiectasia-mutated) quinasa y el factor de transcripcién BRCA1 (breast
cancer), BRCA2 y BARD1 (BRCA1-associated RING domain) e incluyendo genes efectores como
topbpl (topoisomerase (DNA) Il binding protein 1), rrm1 (ribonucleotide reductase M1), bripl
(BRCA1 interacting protein C-terminal helicase 1), polel (polymerase (DNA directed), epsilon,
catalitic subunit) y 2 (polymerase (DNA directed), epsilon 2, accessory subunit), msh2 (mutS homolog
2, colon cdncer, nonpolyposis type 1 (E. coli)), mbd4 (methyl-CpG binding domain protein 4), blm
(Bloom sindrome, RecQ helicase-like), fancb (Fanconi anemia, complementation group B), rfcd
(replication factor C (activator 1) 4), chaflA (chromatin assembly factor 1, subunit A (p150)) y B
(chromatin assembly factor 1, subunit B (p60)), Hist1H3A (histone cluster 1, H3A) y hatl (histone
acetyltransferase 1). Consistentemente, E2F, inductor de la expresidn génica de muchos factores de
transcripcién y vias efectoras de reparacién y estabilidad del ADN incluyendo algunos de los genes
mas relevantes mencionados anteriormente, fue encontrada sobre-expresada en el centro del
segundo mapa de genes interactuantes IPA, asi como también otras proteinas relacionadas
funcionalmente en la proliferacion celular como PCNA (proliferating cell nuclear antigen), MCM2
(minichromosome maintenance deficient 2 mitotin), MCM3, MCM4 (minichromosome maintenance
deficient 4 homolog), MCM6, MCM7, RPA2 (replication protein A2), PRIM1 (DNA primase, p49
subunit), PRIM2 (A primase, p58 subunit), CDT1 (chromatin licensing and DNA replication factor 1)y
ASF1B (ASF1 anti-silencing function 1 homolog B). Es importante mencionar que el primer y mas
significativo modelo de redes de genes mostré una sobre-expresién de ABCC4 (ATP-binding cassette
sub-family C member 4), un transportador ABC clave involucrado en la remocién de quimicos,
xenobidticos y productos del estrés oxidativo y en la regulacién negativa de TRIM25 (tripartite motif-

containing 25) y CTSF (cathepsin F) involucrado en procesos de degradacién de proteinas.
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Tabla IV: IPA® Moléculas Top. Background
Genes sobre expresados

ID del Gen Valor exponencial
NIPAL1 NM_001081205 1,975
ACCN5 NM_021370 1,608
PIK3C2G NM_207683 1,561
LOXL4 NM_001164311 1,514
SLC34A2 NM_011402 1,232
C170rf78 NM_001037932 1,230
UBE2U NM_001033773 1,171
NDRG1 NM_008681 1,118
THEMS NM_025416 1,117
FOXQ1l NM_008239 1,102
Genes reprimidos
ID del Gen Valor exponencial

SPARC NM_009242 -4,051
Clorf51 BC132471 -2,245
UsP2 NM_198092 -1,994
CCL19 NM_011888 -1,544
TSKU NM_001168541 -1,508
CABYR NM_027687 -1,338
PPIH NM_001110130 -1,335
PER2 NM_011066 -1,120
P2RY2 NM_008773 -0,984
SYDE2 NM_001166064 -0,892
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Tabla V: IPA® Moléculas Top. 10 semanas de tratamiento con TAA

Genes sobre expresados

NPY

CYP1Al1
1600029D21Rik
Sprrla
SLC7A11
CLDN4

ARG2 (includes
EG:11847)
MCM6

TMC5
TMEMA45A

Genes reprimidos

SPARC
UBLCP1
CIDEC
AKR1C3
ACOT2
CHRNA2
SLC22A5
CYP8B1
CPT1B
LYVE1

ID del Gen
NM_023456
NM_009992
NM_029639
NM_009264
NM_011990
NM_009903
NM_009705

NM_008567

NM_001105252

NM_019631

ID del Gen
NM_009242
NM_024475
NM_178373
NM_134066
NM_134188
NM_144803
NM_011396
NM_010012
NM_009948
NM_053247

Valor exponencial
2,092
2,053
2,028
1,615
1,498
1,487
1,471

1,449
1,358
1,287

Valor exponencial
-4,517
-2,273
-1,723
-1,659
-1,637
-1,223
-1,097
-1,022
-1,002
-0,965
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Figura 20

(A) Heatmap de ratones tratados 10 semanas con TAA. (B) Ingenuity Pathway Analysis de ratones
background. (C) Ingenuity Pathway Analysis de ratones tratados con TAA por 10 semanas. Los nddulos
verdes y rojos representan genes reprimidos o sobre-expresados en ratones SPARC”", respectivamente.
La intensidad de rojo o verde muestra el nivel de expresidn génica. En gris estan representados los genes
relacionados con los otros, pero que no llegan al criterio de significancia.
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Los ratones SPARC’- mostraron menor infiltrado inflamatorio mononuclear tras el

tratamiento con TAA y menor poder migratorio de esplenocitos en ratones naive

Los resultados de los microarreglos de los ratones SPARC”- naive mostraron menor expresion de la
guimiocina CCL19. Para caracterizar el perfil de las células que componen el infiltrado inflamatorio
hepatico de los animales tratados crénicamente con TAA, se realizd una tincidn
immunohistoquimicas para células CD4. Se observd asi una reduccion en la presencia de células
CD4* en los ratones SPARC" (Figura 21A-D). Para complementar estos hallazgos, decidimos estudiar
el proceso de migracidn de células inmunitarias; para ello, realizamos ensayos de migracién in vitro
empleando esplenocitos provenientes de ratones SPARC** y SPARC” hacia la quimiocina CCL19.
Como resultado de este estudio se observd una migracién reducida en los ratones SPARC”" en
respuesta a CCL19 luego de 2 h de incubacién (Figura 21E). Los esplenocitos SPARC** aumentaron
su migracién en un 367,2+30,35% hacia la CCL19, mientras que los ratones SPARC” solo aumentaron
a un 114,1+10,74% (p<0,001). La expresidon de CCL19 medida por qPCR estd de acuerdo con la
obtenida en los microarreglos hechos en tejido hepatico que muestran una caida en la expresién de

CCL19 en los ratones SPARC” (Figura 21F).
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Figura 21 Infiltrado inflamatorio hepatico. Analisis de la capacidad migratoria de esplenocitos.
Microfotografias de secciones representativas de higado de ratones tratados con TAA. Los ratones
SPARC** mostraron un incremento en el infiltrado de células CD4* alrededor de los tractos portales (A,B);
mientras que en los ratones SPARC”" tratados con TAA se observo una disminucién del nimero de células
CD4*, que se ubicaron cerca de los sinusoides (C,D). Las flechas indican células CD4*. Magnificacion original
400X. (E) Respuesta migratoria de esplenocitos hacia la quimiocina CCL19. Porcentaje de células que
migraron relativo a sus respectivos controles para esplenocitos de ratones SPARC**y SPARC” (n=3) en un
sistema de cdmara de tipo Boyden. Los esplenocitos fueron ubicados en un pocillo superior separado por
una membrana con poros de 5 pm de didmetro. El pocillo bajo contenia DMEM o DMEM con 10 ng/ul de
CCL19 y se permitié migrar a las células durante 2 h. ***p<0,001, test de Mann Whitney. (F) Nivel de
expresion de ARNm de CCL19 en muestras de higado de ratones naive. **p<0,01. Test de Mann Whitney.

110



Los ratones SPARC’- mostraron un incremento en la expresion de PCNA luego del

daiio por TAA

La proliferacion celular fue altamente representada en el analisis de microarreglos de animales
tratados 10 semanas con TAA. Como se muestra en la figura 22, dentro de las vias implicadas
reveladas en un estudio de ontologia genética, se observé que la replicacion de ADN fue la categoria
mas afectada. Por lo tanto, decidimos evaluar la expresion de una proteina esencial para la
replicacion, PCNA, a nivel de ARNm por gPCR vy a nivel de proteina por inmunohistoquimica. Como
era esperado, los ratones SPARC” tratados por 10 semanas con TAA mostraron niveles aumentados
de ARNm de PCNA, comparados con los ratones SPARC**(3,05+0,5 vs. 1,9+0,2, respectivamente;
p<0,05). Con el fin de estudiar la cinética de este aumento de PCNA y para entender que sucede en
los primeros momentos de contacto con el hepatotdxico, estudiamos la expresion de PCNA al
principio de la injuria hepatica y observamos que 24 h luego de la inyeccién de TAA los niveles de
PCNA estaban incrementados en los ratones SPARC”, en comparacién con los ratones SPARC**
(2,3+0,4 vs. 1,110,2, respectivamente; p<0,01). Los mismos resultados fueron alcanzados en otros
dos modelos de dafio hepatico agudo, el de Con A y el del anticuerpo agonista de CD95, Jo2, en
ratones SPARC” (Figura 23A). Estos resultados fueron confirmados por inmunohistoquimica para
PCNA. Los ratones SPARC”" mostraron el mayor nimero de ntcleos positivos a las 24 h luego del
tratamiento con TAA comparados a los ratones SPARC** (25,4+3,7 vs. 11,442,3, respectivamente;
p<0,05), mientas que los animales no tratados y los animales tratados por 10 semanas con TAA no

alcanzaron diferencias significativas entre ratones SPARC** y SPARC” (Figura 23B).
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Vias PANTHER
Numero total de genes: 429
Numero total de vias: 98

Replicacién
del DNA

=l -

IDs Mapeados Nombre del Gen, Simbolo

NM_008922 ADN primasa, subunidad grande Prim2
NM_013550 NM_145073 HistonaH3.1 Histlh3a

NM_011131 ADN polimerasa subunidad catalitica delta Pold1
NM_008892 ADN polimerasa subunidad catalitica alfa Polal
NM_008921 DNA primasa, subunidad pequefia4 Rfc4
NM_145480 Factor de replicacion, subunidad 4 Rfc4

NM_175653 NM_178205 NM_178215
NM_011045

HistonaH3.2 Hist1h3b
Antigeno nuclear de proliferacion celular, Pcna
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replicacidon del ADN por GO, y su lista de genes implicados.
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Figura 23 Los ratones SPARC’" muestran una elevacién en los niveles de expresiéon de PCNA en tejido
hepatico. (A) Los niveles de expresion de los transcriptos de PCNA de ratones inyectados con TAA por 24
h (n=3), TAA durante 10 semanas (n=5), Con A (n=4) o anti-CD95 Jo2 (n=3) fueron medidos por qPCR.
*p<0.05, **p<0.01. Test de Mann-Whitney. (B) Inmunohistoquimica para PCNA de ratones SPARC** y
ratones SPARC”", tratados o no con TAA por 24 h (modelo agudo) o 10 semanas (200X, barra 50 pm) y su
cuantificacidn (panel de la izquierda); *p<0.05. Test de Kruskal Wallis, n=3.

Los ratones SPARC’- muestran un incremento de la expresion de factores

relacionados con mecanismos de regeneracion hepadtica tras la administracion de

TAA.

El incremento de la proliferacién celular manifestada mediante la tincién de PCNA en los ratones
SPARC”" nos llevé a estudiar si también se encontraban asociados cambios en la expresién de
factores de crecimiento y citoquinas relacionadas a este proceso a nivel hepatico. Efectivamente,
observamos que los niveles del factor de crecimiento insulinico 1 (IGF-1) se encontraban
incrementados en los higados de ratones SPARC”", comparados con ratones SPARC** 24 h luego de

la primera dosis de TAA (0,9+0,2 vs. 0,2+0,04, respectivamente; p<0,05). Sin embargo, estos
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resultados no fueron significativamente superiores en los ratones SPARC” en comparacién a los
SPARC**, luego de 10 semanas de administracién de TAA (Figura 24A). De manera importante, 24 h
luego de una dosis de Con A los niveles de IGF-1 bajaron significativamente en los ratones SPARC**,
pero permanecieron sin cambios en los ratones SPARC”*(0,4+0,03 vs. 0,7+0,07, respectivamente;
p<0,001). Ademas, los niveles de ARNm del factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) fueron
superiores en ratones SPARC” luego de 24 h de administracién de Con A (6,242,1 vs. 2,1+1,1 en
SPARC**; p<0,05) y luego de 10 semanas de tratamiento con TAA (5,8+0,8 vs. 3,5£0,6 en SPARC**;
p<0,01; Figura 24B). Junto con estos hallazgos, los niveles de RNAm de IL-6, citoquina con un papel
clave en el proceso de proliferacion hepatocitaria en diversos modelos de dafio (Camargo et al.,
1997; Cressman et al., 1996), fueron significativamente mayores en los ratones SPARC’ comparados

a los ratones SPARC**, luego de 10 semanas de administracién de TAA (1,7+0,4 SPARC” vs. 0,5+0,2
UA/control SPARC**; p<0,05; Figura 24C).
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Figura 24 Los ratones SPARC’- muestran una elevacion en los niveles de expresion de factores de
regeneracion hepatica en comparacion con los animales SPARC**. Niveles de ARNm hepatico de (A) IGF,

(B) HGF e (C) IL-6, provenientes de ratones tratados con TAA o Con A. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
Mann-Whitney test.

114



El andlisis proteémico de los higados de ratones SPARC”- tratados con TAA revelan

un incremento en el perfil de proteinas relacionadas con la detoxificacion de ROS.

Con el propésito de explorar mecanismos que pudieran explicar la proteccidn ante la generacién de
fibrosis en ausencia de SPARC, se analizé el perfil protedmico de los higados de ratones SPARC** y
SPARC”" tratados con TAA por 10 semanas. Como resultado, encontramos 4 proteinas relacionadas
con la detoxificacion de ROS que presentaron niveles significativamente mayores en los ratones
SPARC”: Catalasa (CAT), Peroxiredoxina-1 (PRDX1), Glutatién S-transferasa P1 (GSTP1) y glutatién
S-transferasa Mul (GSTM1, Figura 25A). Otras proteinas relacionadas con el efecto protector de la
ausencia de SPARC estan relacionadas con la actividad metiltransferasa: S-adenosilmetionina
sintasa isoforma tipo 1 (MAT1A) y glicina N-metiltransferasa (GNMT, Figura 25B), con la regulacion
del crecimiento celular: Anexina A3 (ANXA3, Figura 26A), y con el metabolismo: fructosa 1,6-
bisfosfatase 1 (FBP1), 3-ketoacil-CoA tiolasa (ACAA2) y el factor de iniciacién 4A-1 (EIF4A1, Figura
26B).
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Figura 25 El perfil protedmico hepatico revela la induccién de vias de detoxificacion de ROS y vias de
regeneracion del higado en animales expuestos a TAA por 10 semanas.
(A) Proteinas involucradas en la detoxificacion de ROS; (B) proteinas en reacciones de transferencias de

grupos metilo, * p<0.05; Test de Mann-Whitney, n=3.
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Figura 26 El perfil proteémico hepatico revela la induccién de vias de regeneracion del higado y del
metabolismo en animales expuestos a TAA por 10 semanas.
(A) Proteinas involucradas en el crecimiento celular; (B) proteinas del metabolismo; * p<0.05; Test de

Mann-Whitney, n=3.

Los animales SPARC’/- presentan bajos niveles de actividad catalasa y de
carbonilacion de proteinas y el cultivo primario de hepatocitos presenta bajos

niveles de produccion de ROS

La produccion descontrolada de ROS vy la falla en los procesos de detoxificacidn tienen un efecto
deletéreo en la funcidn hepatica. Debido a que el andlisis proteémico mostré genes implicados en
la detoxificiacién de ROS, nos propusimos estudiar este proceso en el higado de ratones SPARC”
analizando la actividad catalasa. Asi, observamos que la actividad hepatica de la catalasa en ratones
naive fue superior en los ratones SPARC”", comparada con los ratones SPARC*/* (100+3,7% SPARC*/*
vs. 119,3+7,5% SPARC”;; p<0,05; Figura 27). También estudiamos la reaccién de hepatocitos
obtenidos de un cultivo primario ante el contacto con TAA midiendo los niveles de ROS utilizando
2’7’-diclorofluorescina diacetato (DCFH-DA) que es convertido a un compuesto fluorescente cuando
reacciona con intermediarios reactivos del oxigeno. Como resultado, el cultivo primario de los
hepatocitos de ratones SPARC”" mostré una menor sefial de fluorescencia, en comparacién con los

ratones SPARC** a las 3 h del tratamiento con TAA, como fue confirmado por fluorescencia directa
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y citometria de flujo (17,6%3,8 SPARC** vs. 7,8+1,2 SPARC”; Figura 28A). Las microfotografias de
hepatocitos de ratones SPARC” revelaron una morfologia celular mejor preservada cuando fueron
incubados con TAA por 24 h y una tendencia a menores niveles de transaminasas que los ratones

SPARC** (Figura 28B).

Por otro lado, como los grupos carbonilados de proteina son biomarcadores de estrés oxidativo,
evaluamos los niveles de carbonilacion en homogenatos de higado. Los datos muestran que los
ratones SPARC” presentan niveles mas bajos de proteinas carboniladas cuando son comparados
con ratones SPARC** a las 10 semanas de tratamiento con TAA (138,7+13,62 SPARC** vs. 96,6+14,5
SPARC”"; p<0,05; Figura 29).
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Figura 27 La actividad catalasa es superior en ratones SPARC”- naive. Actividad catalasa relativa a
controles de higados de ratones SPARC”- (n=6) y SPARC** (n=7). *p<0.05. Test de Mann-Whitney.
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Figura 28 La produccién de ROS enddgenas en respuesta al tratamiento por TAA. (A) Micrografias
representativas de hepatocitos tratados con TAA o H202 por 3 h (400X, barra 25 um) (panel de la izquierda);
ensayo de 2’,7’-diclorofluorescin diacetato para mediciones de ROS por citometria de hepatocitos tratados
con TAA por 3 h. *p<0.05. Test de Mann-Whitney, n=4; (B) Fotomicrografias de cultivo primario de
hepatocitos tratados con TAA de ratones SPARC** y SPARC" (400X, recuadro) y niveles de AST (UI/L).
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Figura 29 Niveles de carbonilacién de proteinas totales de higado de ratones SPARC**y SPARC’-
tratados 10 semanas con TAA (n=4).

La deficiencia de SPARC se asocia a una disminucion de la disfuncion mitocondrial

asociada al daio inducido por Con A

Dado que las diferencias en los niveles de induccién de ROS ocurren también al principio del dafo
hepatico, decidimos analizar la funcionalidad mitocondrial en el modelo de dafio hepdtico agudo
con Con A. Los niveles de Oxido nitrico (NO) en las mitocondrias hepaticas después de la
administracion de Con A fueron significativamente mayores en los ratones SPARC**, en
comparacién con los ratones SPARC” (33,9+3,9 SPARC** vs. 4,7+0,2 SPARC”"; p<0,01; Figura 30A).
La observacidon por microscopia electrénica mostré que las mitocondrias hepaticas de los ratones
SPARC** se encontraban envueltas en vesiculas, sugiriendo la presencia de eventos de autofagia
(Figura 30B). Considerando que la funcién mitocondrial estd asociada con la generaciéon de ROS,
decidimos evaluar la actividad de los complejos mitocondriales en tejido hepdtico. Como resultado,
observamos que la actividad de los complejos | (177,3+38,2 SPARC*/* vs. 64,6%5,2 SPARC”; p<0,05)
y lI-111(29,2+5,7 SPARC*/* vs. 5,1+0,5 SPARC”"; p<0,0001) y IV (158,4+6,9 SPARC*/* vs. 42,9+2,6 SPARC’
/-» p<0,001) fueron significativamente superiores en los ratones SPARC** luego de la exposicidn a
Con A que en los ratones SPARC” (Figura 30C). Dado que la actividad mitocondrial es generadora
de ROS, la mayor actividad en las mitocondrias de ratones SPARC** sugiere, en parte, mayor
generacidn de ROS por mayor fuga de electrones (Murphy, 2009; Quinlan et al., 2013) y por ende
mayor dafio, fenémeno que no ocurre en los ratones SPARC” y que podria explicar en parte la

proteccion en ausencia de SPARC.
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Figura 30 La ausencia de SPARC esta asociada a una proteccion de la funciéon mitocondrial tras la

administracién de Con A.
(A) Medicidn de los niveles de NO de mitocondrias hepaticas provenientes de ratones tratados con Con A

utilizando citometria con mitotracker y DAF; **p<0.01, Kruskal-Wallis, n=3; (B) Microfotografias
electrénicas representativas de mitocondrias hepaticas de ratones SPARC** y SPARC”- tratados con Con A
(20000X, barra 0,4 um); (C) Actividad del complejo mitocondrial I (n=4), lI-lll (n=5)y IV (n=5). *p<0.05,
***p<0.001, ****p<0.0001, test de Kruskal-Wallis.

Expresion de SPARC durante la fibrosis hepdtica en muestras de pacientes

Tras observar que durante el proceso de fibrogénesis hepatica en los modelos animales estudiados
la expresion de SPARC se encontraba incrementada, decidimos investigar la expresion de SPARC en
muestras de higados de pacientes con cirrosis. Para ello, se utilizaron biopsias tomadas de pacientes
cirréticos y se compararon con muestras de pacientes sin cirrosis, para estudios de gPCR. Como
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resultado, se observé un incremento de la expresién de los niveles de SPARC en las muestras de los
pacientes cirrdticos comparada con los no cirréticos (Figura 31). Estos datos corroboran un posible

rol de SPARC en la fibrogénesis hepatica, fendmeno que amerita futuros estudios.

(UA/control)
*
*

Expresion de ARNm de SPARC

Figura 31 Expresién de SPARC en pacientes con cirrosis.

Datos cuantitativos mostrando las diferencias en los niveles de expresion de ARNm entre muestras de
individuos sanos y cirréticos (Paciente del 1 al 5) medidos por gPCR. *p<0,05, **p<0,01

Expresion de SPARC durante la fibrosis hepdtica en el modelo de ligadura del

conducto colédoco

En trabajos previos se demostré que la ausencia de SPARC confiere proteccidn ante la produccion
de fibrosis como la generada por TAA (Atorrasagasti et al., 2013). Para evaluar si esos resultados
fueron modelo dependientes decidimos caracterizar la evolucién de la fibrosis en ratones SPARC**
y SPARC” en un modelo diferente, el de la ligadura del conducto colédoco, modelo con diferente
fisiopatologia. Primero, para evaluar si la expresion de SPARC cambia durante la fibrogénesis
hepatica generada en este modelo, se procesaron muestras para evaluar por qPCR, observandose
un incremento de la expresién de SPARC 7 dias luego de ligarles el conducto colédoco a ratones
SPARC** (Figura 32A). Asimismo, SPARC se encontré expresada en células a-SMA* asi como también
en células endoteliales VWF*, luego de mantener ligado el conducto colédoco durante 7 dias (Figura

32B-M). Con estos resultados podemos concluir que SPARC se sobre-expresa en el higado de ratones

expuestos a BDL.
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Figura 32 Induccién de la expresién de SPARC en el modelo de ligadura del conducto colédoco.

(A) Analisis de gPCR de muestras de higado de ratones sometidos a BDL. El ADNc fue sintetizado y sometido
a gPCR para evaluar la expresiéon de los transcriptos de SPARC. La cantidad relativa de producto de PCR
(UA, unidades arbitrarias) amplificado de muestras de higados controles fue definida como 1. **p<0,05 vs.
Control (-BDL), test de Mann-Whitney. (B-G) Imagenes representativas tomadas de secciones de ratones
SPARC** tefiidos para SPARC (C, F; rojo) y SMA (B; verde) o VWF (E; verde) y la superposicién de ambas
imagenes (D, G). (H-M) Iméagenes representativas tomadas a los 7 dias de ratones SPARC** con ligadura
del conducto colédoco tefidos para SPARC (I, L; rojo) y SMA (H; verde) o VWF (K; verde). Flechas: co-
expresion de dos marcadores; flechas punteadas: autofluorescencia debida a macréfagos. Magnificacion
original 400X (¢?) o 1000X (¢?).

Los ratones SPARC’- mostraron una disminucién del dafio fibrotico generado por

BDL

Decidimos también investigar si deficiencia de SPARC puede influenciar la fibrogénesis hepdtica en
el modelo de ligadura del colédoco. Como resultado, se observé que los ratones SPARC** mostraron
una distorsién de la arquitectura hepatica con muerte celular y desarrollaron expansiones fibrosas
prominentes en las areas periportales, mientras que estos fendmenos se encontraban casi ausentes
en los ratones SPARC”", como se puede observar con la tincién de hematoxilina eosina y con el
tricromico de Masson (Figura 33A-D). También fue posible medir la magnitud del dafio con los
niveles de transaminas ALT y AST, que se mostraron elevados en los ratones SPARC**, en

comparacion con los ratones SPARC” (Figura 33E).
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Figura 33 Reduccién del daiio hepatico en ratones deficientes de SPARC en el modelo de 7 dias de BDL.
(A-D) Fotomicrografias representativas de secciones de higado de ratones SPARC** y SPARC’- sometidos
a la ligadura del conducto colédoco y tefiidos con H&E (A-B) o ticromico de Masson (C-D). Magnificacion
original 200X. TP, tracto portal; VC: vena central. (E) Los niveles de ALT y AST en suero fueron medidos en

el modelo del conducto colédoco y comparados con los de TAA. Linea punteada, limite normal. **p<0,05
vs. SPARC** tratados

El dafio crénico hepdtico y la fibrogénesis estan intimamente ligados a la muerte de los hepatocitos
y la inflamacién. Es por ello que se realizd un analisis histopatoldgico y se observd una reduccion
significativa en la necrosis focal y en el grado de fibrosis, que se tradujeron en una disminucién del

indice de Knodell, en ratones SPARC”* con ligadura del conducto colédoco en comparacién con

ratones SPARC** (Tabla VI).
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Tabla VI

SPARC* SPARC
BDL 7 Dias BDL 7 Dias

Hepatitis en la Interface Periportal o Periseptal 1,6%0,5 0,6210,2
Inflamacidn focal, apoptosis, necrosis focal, necrosis litica focal 3,5+0,3 0,75+0,25*
Inflamacién portal 210,0 1,5+£0,3
Fibrosis 2,610,2 0,5+0,0*
Puntaje de Knodell 9,75%0,5 3,25%0,3*

Por otro lado, se constaté un aumento significativo en los niveles de AST y ALT en los ratones
SPARC** BDL, en comparacién con los SPARC’ BDL. Consistente con los resultados con TAA, la
tinciéon de rojo Sirio del tejido hepatico de los ratones BDL SPARC’ mostraron niveles
significativamente bajos de depdsitos de coldgeno, en comparacién con los BDL SPARC**. Mientras
que la tincidon fue muy tenue en los ratones deficientes para SPARC, se encontraron abundantes
depdsitos de colageno dentro de las expansiones fibrosas en las areas periportales y en el
parénquima de los ratones SPARC** (Figura 34A). Consistente con los niveles de tincién para rojo
Sirio, el nivel de expresion de RNAm de colageno a2(l) se encontré significativamente reducido en
los ratones deficientes de SPARC, cuando se los compard con ratones SPARC** (6,03+0,67 vs.

10,86%1,08; SPARC”- vs. SPARC**, 34B-C).
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Figura 34 Reduccidon de la fibrosis en ratones deficientes de SPARC en el modelo de BDL (A) Figuras
representativas de secciones hepaticas de ratones SPARC** o SPARC”", a los 7 dias luego de la ligadura del
conducto colédoco. Magnificacidn original: 200X. TP, tracto portal (B) Cuantificacion morfométrica de
tincién de rojo Sirio mostrando una significativa atenuacién del proceso fibrético en ratones SPARC” luego
de 7 dias de BDL comparados con ratones SPARC**. **p<0,01 test de Mann-Whitney. (C) Analisis de gPCR
de la expresién de ARNm de coldgeno en ratones SARC**y SPARC”- sometidos a BDL. *p<0,05, vs. SPARC*/*
BDL, test de Mann-Whitney.

Los ratones deficientes de SPARC mostraron menor depdsito de coldgeno en el

modelo de BDL

En los ratones SPARC” con BDL no se pudieron observar las fibras tefiidas con rojo Sirio debido a su
espesor reducido y estado inmaduro; asi, bajo estas condiciones se veian verdes y fue muy dificil
distinguirlas del resto del tejido (Figura 35). Por otro lado, las fibras tefidas con rojo Sirio de los
ratones SPARC** con BDL se pudieron observar facilmente con luz polarizada, debido al incremento
en su espesor y al estado de maduracion; en este caso se observaron verdes o rojas después de

aplicar este procedimiento.

A SPARCH+ SPARC--

SPARC-/- BDL 7 dias
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Figura 35 Estado de maduracién de las fibras de coldgeno en el modelo de BDL.

Figuras representativas mostrando secciones de higados tefidas con rojo Sirio obtenidos de ratones
SPARC** (A, C) o SPARC”" (B, D) (n=6-8) observados bajo luz polarizada. Los animales fueron dejados sin
tratar (A,B) o sometidos a BDL (C,D). Nétese la prominencia de fibras maduras y compactas en los ratones
SPARC** tratados y la apariencia inmadura y fina en los animales SPARC”-. Magnificacién original 400X.

Reduccion del numero de miofibroblastos activados en higados fibroticos de

ratones SPARC” en el modelo de BDL.

La fibrogénesis hepatica se caracteriza por la induccién de un proceso de trans-diferenciacion de
CEH en miofibroblastos. Las CEH derivadas de los miofibroblastos sobre-expresan a-SMA durante
su proceso de activacion. Para estudiar los cambios en el nimero de miofibroblastos y/o el nivel de
activacion de los miofibroblastos, se realizd una tincion inmunohistoquimica para a-SMA en los
higados de ratones sometidos a BDL. Se observé una reduccién significativa en los niveles de area
inmunoreactiva de a-SMA* en los ratones SPARC’- comparados con los ratones SPARC** (Figura
36A-C). Estos resultados sugieren que la reduccion en el nimero de miofibroblastos activados
podria estar involucrado en la inhibicion de la fibrogénesis hepatica encontrada en los ratones con

ausencia de SPARC.

Se sabe que SPARC estd involucrado en una especie de retroalimentacion positiva con TGF-B1 (Ford
et al., 1993; Reed et al., 1994; Shiba et al., 2001; Wrana et al., 1991), citoquina que cumple un rol
crucial en la fibrosis hepdtica (Bataller and Brenner, 2005). Para analizar en nuestro modelo
experimental si la deficiencia de SPARC se asocia a inhibicion en la expresion de TGF-B1, se midid la
expresion de RNAm en higados fibréticos provenientes de ratones con BDL por qPCR. Se observé
una inhibicién en la expresién de esta citoquina en los ratones SPARC”", en comparacién con los
animales SPARC** (Figura 36D). Este resultado sugiere que los efectos inhibitorios de la fibrosis
hepética observados en los animales SPARC”” podrian estar parcialmente mediados por la inhibicién
de la expresion de TGF-B1. Todos los datos obtenidos del modelo de BDL nos permiten corroborar

los resultados observados anteriormente con el modelo de TAA.
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Figura 36 Reduccién en el niimero de miofibroblastos activados y de los niveles de ARNm de TGF-B1 en
los ratones deficientes de SPARC.

(A-B) Fotos representativas tomadas de secciones de higado de ratones SPARC** y SPARC” con ligadura
del conducto colédoco inmunotefidos con a-SMA. (C) Datos cuantitativos del analisis densitométrico del
area de tincién con aSMA para ratones SPARC** y SPARC” con ligadura del conducto colédoco. **p<0,01,
test de Mann-Whitney. (D) Niveles de ARNm de TGF-B1 obtenidos por analisis de gPCR para animales
SPARC**y SPARC”" con ligadura del conducto colédoco (n=6-8) .Los datos fueron expresados como valores
relativos a los de ratones SPARC** sin tratar. *<0,05, SPARC*/* tratado vs. SPARC”" tratado, test de Mann-
Whitney.
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Discusion

Partel

En este trabajo de tesis doctoral demostramos que la expresion de SPARC es inducida a nivel
hepatico en tres modelos experimentales de daino agudo: el modelo de Con A, el del anticuerpo
agonista de CD95 Jo2 y el de Galactosamina/LPS. El hecho de que la induccidn sea reproducible en
los tres modelos refuerza la importancia de los hallazgos y minimiza la posibilidad de un resultado
dependiente del modelo experimental. La expresion de SPARC se encuentra también inducida en
los higados de pacientes con hepatitis alcohdlica (tipicamente un agudo sobre crénico), pero no en
pacientes no cirréticos con hepatitis C crénica o esteatohepatitis no alcohdlica (NASH). Nuestros
hallazgos son consistentes con los obtenidos por Bykov et al. (Bykov et al., 2007), que observaron
qgue SPARC fue inducida en un modelo animal de hepatitis alcohdlica mediante andlisis de
microarreglos. Ademas, observamos que la magnitud del dafio hepatico agudo inducido tanto por
Con A como por el anticuerpo agonista de CD95 Jo2 y por GalN/LPS se encontré reducida en ratones
SPARC”". En consonancia con estos resultados, la atenuacién in vivo de la expresiéon de SPARC
mediante la utilizacidon de un vector adenoviral que expresa una secuencia antisentido para el ARNm
de SPARC fue eficiente para aminorar el daio inducido por Con A, subrayando la contribucién de
SPARC en este modelo experimental. Incluso los ratones SPARC*" tratados con Con A mostraron un
menor dafio que los ratones SPARC** y mostrando correlacién entre los niveles de SPARC y el dafio
inducido por Con A. De hecho, se pudo recuperar la susceptibilidad al dafio inducido por Con A de
ratones SPARC”* al administrarles AdSPARC, un vector que expresa SPARC. Asimismo, la inhibicién
in vivo de SPARC, usando un siSPARC administrado luego del inicio del dafio hepatico con Con A
mostré un efecto terapéutico, disminuyendo la magnitud de la injuria hepatica y aumentando

significativamente la supervivencia de los animales tratados.

La migracion de linfocitos activados a través de endotelio sinusoidal es un proceso observado
comunmente en las enfermedades hepaticas inflamatorias humanas como por ejemplo la hepatitis
autoinmune, patologia que es en cierta forma imitada en el modelo de Con A, que es capaz de
generar hepatitis aguda a través de una activacién potente del sistema inmunitario. En este sentido,
hemos observado una reduccidn significativa en la magnitud del infiltrado inflamatorio hepatico
compuesto por linfocitos T CD4* luego de la inyeccién de Con A en ratones SPARC”". Esta observacién

es congruente con lo que observamos en la segunda parte de este trabajo de Tesis Doctoral donde
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observamos que las células T CD4* de ratones SPARC’" presentan una capacidad migratoria
disminuida (Atorrasagasti et al., 2013); y es consistente, ademas, con los resultados de Rempel et
al. que comunicé que los ratones SPARC” presentan un sistema inmunitario comprometido (Rempel

et al., 2007a).

El modelo experimental de Con A se caracteriza por la produccidn excesiva de citoquinas pro-
inflamatorias y por la llegada de un masivo infiltrado de células inflamatorias, que deriva en una
marcada necrosis hepatocelular y una elevada mortalidad de los animales. El anadlisis de las
concentraciones de las citoquinas IL-6 y TNF-a en suero luego de la inyecciéon de Con A demostré
que los animales SPARC”" presentaron niveles significativamente inferiores, comparados con los
obtenidos en los ratones SPARC**. Esta observacién sugiere que el efecto protector de la inhibicién
de SPARC podria estar relacionado, al menos en parte, con una atenuacion del estado inflamatorio.
En este contexto, TGF-B es una citoquina pleiotrdpica que desempefia un rol crucial en la injuria
hepatica aguda y en la induccién de muerte celular por apoptosis en hepatocitos. Si bien los
mecanismos de induccidn de apoptosis mediados por TGF-f son diversos y no estan completamente
caracterizados (Cain and Freathy, 2001), se ha observado cooperacién con FasL o TNF-a para inducir
la apoptosis en hepatocitos. Consistente con el conocido feedback positivo entre SPARC y TGF-f1
(Francki et al., 1999; Wrana et al., 1991; Zhou et al., 2005), los ratones SPARC”- tratados con Con A
mostraron una caida significativa en la expresién de TGF-B1, comparados con los ratones SPARC**,
lo que refleja la modulacion de la induccién de TGF-B1 mediada por SPARC y se podria relacionar

con la caida en los niveles de apoptosis hepatocitaria en los ratones SPARC”" tratados con Con A.

Por otro lado, la inflamacidn y el dafio de las LSEC preceden a la infiltracion de linfocitos activados y
a lainjuria de hepatocitos mediada por citoquinas (Yang et al., 2010). Luego de la administracién de
Con A se indujo una marcada expresion de la molécula de adhesién VCAM-1 en los higados de
ratones SPARC**. Por el contrario, en los ratones SPARC”, se encontrd una notable disminucién de
la inflamacién sinusoidal puesta en evidencia por la expresién de VCAM-1 mediante
inmunofluorescencia. La Con A interacciona en un primer momento, luego de su administracién in
vivo, con los residuos de manosa de las células LSEC al llegar al higado (Knolle et al., 1996), asi como
también participa de la activacion de células T que muestran citotoxicidad hacia las LSEC. Dado que
el dafio de las LSEC precede a la infiltracidén y al dafio de los hepatocitos, decidimos analizar el estado

de la monocapa de LSEC mediante microscopia electrénica. Como resultado de este andlisis se
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encontré que la estructura de las LSEC se hallaba desorganizada en los ratones SPARC** (propio de
este modelo experimental)(Knolle et al., 1996), pero permanecia bien preservada en los ratones
SPARC”". Estos hallazgos nos permitieron enfocar una parte de nuestras investigaciones sobre los
mecanismos de proteccion del dafio que se observa ante la disminucidn o ausencia de SPARC en las

LSEC.

Parte de las propiedades adhesivas de las células se mantienen por una adecuada interaccién con
componentes de la MEC y cualquier modificacidon de esta interaccion dindmica esta usualmente
acompafiada de cambios en el citoesqueleto de filamentos de actina. Considerando que SPARC es
protagonista del proceso de adhesidn celular y que participa del desmontaje de las adhesiones
focales en células endoteliales de aorta (Murphy-Ullrich et al., 1995), procedimos a analizar los
efectos de la Con A sobre el citoesqueleto de células HMEC-1, en las que pudimos confirmar la
expresion de SPARC e inhibirla eficientemente con siSPARC. En concordancia con otros autores, la
inhibicion de SPARC resultd en un incremento del nimero de células adheridas (Murphy-Ullrich et
al.,, 1995), en una mejor organizacion del citoesqueleto y en una reduccidén del proceso de
transmigracion de linfocitos activados a través de una capa de células HMEC-1 tratadas con Con A.
Estos resultados sugieren que la ausencia de SPARC se asocia a una barrera endotelial sinusoidal

mas preservada que aminora la magnitud del dafio hepatico en el modelo de Con A.

La Con A puede inducir daifo endotelial independiente de células T a través de apoptosis mediada
por autofagia, como se demostrd previamente en ratones SCID/NOD y en células HMEC-1 (Chang
and Lei, 2008; Yang et al., 2010). Bhoopathi et al. mostraron que al aumentar los niveles de SPARC
en células de tumores neuroectodermales primitivos, PNET, ocurria induccién de autofagia seguida
de apoptosis (Bhoopathi et al., 2010). Por otro lado, también se ha reportado que SPARC potencia
la apoptosis a través de la caspasa 8 en células de cancer de colon (Tang and Tai, 2007b) e induce
apoptosis en células de cancer de ovario (Yiu et al., 2001). En concordancia con los trabajos
expuestos, la inhibicion de la expresidon de SPARC en células HMEC-1 descripta en este trabajo fue
exitosa en disminuir las tasas de autofagia y apoptosis inducidas por Con A. Estas observaciones
sobre la disminucién de la autofagia en nuestro modelo experimental debe tomarse con precaucion,
ya que el proceso autofagico en el higado es complejo y existe evidencia que soporta el concepto
de que la induccion de la autofagia es considerada protectora frente a diferentes agentes que

ocasionan injuria de los hepatocitos (Mizushima and Komatsu, 2011).
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Por otro lado, nuestros resultados de microarreglos de cDNA sugieren que la reduccién en el dafio
hepatico observado en ratones deficientes de SPARC se debe a la suma de diferentes mecanismos
mas que al efecto del cambio de expresidon en un grupo reducido de genes especificos. Consistente
con los resultados del ensayo de faloidina, observamos en los ratones SPARC”" la induccién de CAPZB
y tropomiosina 4 (Tpm4), que estabilizan los filamentos de actina y juegan un rol en la regulacion de
la morfologia celular y la organizacién del citoesqueleto. Este resultado coincide con los de
Bhoopathi et al. (Bhoopathi et al., 2011), que describen a SPARC como un efector de la
desorganizacién del citoesqueleto inducida por Scr en células de meduloblastoma. Asimismo,
nuestro mejor modelo de red de interaccidon de genes generado por IPA mostré que la reduccidn de
SPARC estaria asociada con la induccidon del gen CAPZB, involucrado en la regulacién de la
morfologia celular y la organizacién del citoesqueleto (Bai et al., 2011), y TUBB2B, que es un
componente de los microtubulos. Los resultados también mostraron la inhibicion de TMSB10 que
regula la dinamica de actina secuestrando G-actina, guiando a la desestabilizacién de actinay a la
apoptosis en células tumorales (Kim et al., 2012). Ademas, en los ratones SPARC”- hay una represion
de la expresion del gen SSH1 que desfosforila y activa cofilina, que es un factor de
ligado/despolarizacion de actina y cuya funcién es estimular el desensamblaje de estos filamentos
(Kaji et al., 2003). Otro gen importante que se encontro reprimido es TNFRSF14, un miembro de la
superfamilia de receptores de TNF, que podria mediar las vias de transduccién de sefiales
activadores de la respuesta inmunitaria gatillada por la administracion de Con A (Ware and Sedy,

2011).

Para este trabajo de tesis se han empleado diferentes modelos experimentales tanto in vivo como
in vitro en los que se demostrd el papel de SPARC como una proteina clave en el dafio hepatico
agudo. En los modelos in vivo de Con A, anti-CD95 y GalN/LPS observamos que la ausencia de SPARC
se asocia a una marcada inhibicidn del dafio hepatico manifestado por una menor actividad necro-
inflamatoria hepatica. Asimismo, en el modelo de Con A también observamos menor infiltrado de
células T CD4*, disminucion de la expresion de citoquinas pro-inflamatorias como TNF-a e IL-6, asi
como también una disminucién de los eventos apoptdticos en el higado. El analisis por microscopia
electrénica puso en evidencia que los animales SPARC” tratados con Con A presentaban una
monocapa de células endoteliales bien preservada en comparacién con los animales con expresion
normal de SPARC. Ademas, pudo observarse que existe una menor expresién de VCAM-1 en las
células del endotelio vascular sinusoidal hepatico, lo que refleja una menor activacion/inflamacioén
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endotelial. Los estudios realizados in vitro con la linea de células endoteliales vasculares HMEC-1 a
las que se les inhibid la expresion de SPARC mediante un vector lentiviral que expresaba un siRNA
anti-SPARC, mostraron menor nivel de apoptosis y una resistencia al efecto estimulador de Ia
autofagia inducido por Con A. En estudios de transmigracion linfocitaria se pudo mostrar que la
inhibicion de SPARC en una monocapa de células endoteliales vasculares disminuye sustancialmente
el paso de linfocitos activados a través de ella. Un estudio por microarreglos de cDNA realizado con
muestras de tejido hepdtico reveld la presencia de distintas redes de genes que podrian desempenfiar
unrol importante en el efecto hepatoprotector de la ausencia de SPARC. Estos genes se relacionaron
con procesos tales como apoptosis, adhesiéon y organizacién del citoesqueleto. Los efectos de
proteccion del dafio hepatico, asociados a la ausencia o disminucion de la expresién de SPARC,
podrian estar relacionados con un efecto directo sobre el endotelio sinusoidal hepatico, que es
primer blanco del efecto téxico de la Con A, preservandolo del daifo, disminuyendo su activacion
inflamatoria y preservando su citoarquitectura. En suma, todos estos cambios disminuirian la
llegada de células del sistema inmunitario activadas y los efectos que estas ejercen sobre el tejido

hepatico en lo que respecta a inflamacidn, apoptosis y necrosis hepatocitaria.

Parte ll

Al estudiar los efectos de SPARC en el dafio cronico hemos observado previamente que los ratones
SPARC”" muestran una reduccién en el dafio y el grado de fibrosis inducida por TAA al compararlo
con ratones SPARC** (Atorrasagasti et al., 2013). Ademas, los ratones SPARC’" mostraron menor
dafio hepatico agudo luego del tratamiento con Con A, anticuerpo agonista de CD95, o GalN/LPS
como se vio en el capitulo anterior (Peixoto et al., 2015). En esta parte del trabajo de tesis se explord

el rol mecanistico de SPARC en el dafio agudo y crdénico.

Con el fin de encontrar mecanismos a partir de los cambios en el perfil de expresién de genes que
pudieran explicar el efecto protector de la ausencia de SPARC ante el dafo inducido por TAA se
realizd un experimento de microarreglos de ADNc. Se encontrdé un grupo de genes que mostraron
una expresién diferencial entre los ratones SPARC** y SPARC”", los cuales podrian ser candidatos
para explicar la proteccién. Nuestros resultados sugieren nuevamente que la reduccién en la fibrosis
observada en los ratones SPARC”" parecen ser méas el resultado de una suma de varios mecanismos

mas que el efecto de cambios en un grupo pequefio de genes especificos. Dado el nimero de genes
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diferencialmente expresados encontrados, tomamos el camino de comparar redes de interaccion

de genes en vez de analizar la expresion de cada gen en particular.

Dentro de la lista de genes que mayor expresién diferencial presentaron en los ratones SPARC” con
respecto a los ratones SPARC** encontramos genes candidatos para explicar la proteccién ante un
insulto a la funcidn hepdtica. Un gen candidato a la proteccién podria ser LOXL4, un blanco de TGF-
B1y alavez descripto como un regulador negativo de TGF-B1, que se encuentra sobre-expresado
en ratones SPARC”", y que causa una reduccién en la movilidad de las células de HCC mediada por
TGF-B (Kim et al., 2008). Ademas USP2 se encontré reprimido en los ratones SPARC”", y esta caida
en la expresidn podria ejerecer un efecto protector ya ha sido comunicado que la represion de este
gen deja a los hepatocitos menos suceptibles a la apoptosis mediada por TNF (Haimerl et al., 2009).
Otro de los genes reprimidos fue CCL19, una quimiocina conocida por atraer células dendriticas y
linfocitos (Bromley et al., 2005; Reif et al., 2002; Robbiani et al., 2000), que podria estar relacionado
con la reduccién de la inflamacién observada en los ratones SPARC” luego del tratamiento con TAA.
Sin embargo, no se observa una diferencia significativa en la expresion de CCL19 luego de 10
semanas de tratamiento con TAA, lo que nos permite especular que la baja expresidn de los niveles
de CCL19 en los ratones SPARC" al principio de la injuria inducida con TAA podria ser critica para la
subsiguiente generacidn de inflamacidn, y posterior fibrogénesis. Asimismo, la cantidad de infiltrado
inflamatorio de células CD4* fue marcadamente reducida en los ratones SPARC”" y también lo fue la
capacidad migratoria de sus esplenocitos hacia la quimiocina CCL19, que lleva a especular que la
menor fibrosis en estos animales podria ser mediada, por lo menos en parte, por una reduccion del
efecto inflamatorio. Estos resultados son consistentes con los de Rempel et al., que reportaron que
los ratones SPARC’ presentan un sistema inmunitario dafiado (Rempel et al., 2007a). Ademas, el
receptor de CCL19 se expresa en CEH y se demostrd que su activacion induce la capacidad de
migracion de estas células (Sahin et al., 2010), siendo esta una caracteristica relevante en la fibrosis
hepatica (Atorrasagasti et al., 2011). Con el tratamiento prolongado con TAA, se encontré que
CIDEC, un potente inductor de apoptosis (Tang et al., 2011; Yonezawa et al., 2011), esta entre los

genes mas reprimidos en los ratones SPARC™".

Estudiando las redes de interaccién de genes diferencialmente expresados mediante IPA, pudimos
comprobar vias de interaccién de genes involucradas en el fenotipo de los ratones SPARC”

funcionalmente descripto. De hecho, los ratones SPARC”" y SPARC** naive parecen diferenciarse
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significativamente en su perfil de expresion de genes. Como se discutio previamente (Atorrasagasti
et al., 2013), hay una retroalimentacion positiva entre SPARCy TGF-B1 (Francki et al., 2004). Nuestro
modelo de IPA con mayor score mostrd que la ausencia de SPARC esta asociada con un incremento
en los niveles de SOX9, que podria estar mediado por la via de sefializacién de TGF-B1. SOX9 es un
factor de transcripcidn involucrado en el desarrollo del higado, y contribuye a la preservacién de la
fisiologia hepatica (Furuyama et al., 2011). Sin embargo, un estudio previo sugiere que SOX9 cumple
un rol como factor transcripcional regulador de la fibrogénesis, promoviendo el depésito de MEC
(Hanley et al., 2008). Ademas, la red expuesta establece una relacién con los genes CDYL y EHMT1
gue codifican para metilasas de histonas y acetilasas que podrian estar relacionadas con la funcidn
reguladora del gen SOX9. Ademas, en nuestro modelo se observa una interaccion e induccién entre
SOX9 y cadherina E, que también se encuentra sobre-expresada en el higado de ratones naive
deficientes en SPARC. La cadherina E es una importante proteina de adhesién célula-célula y es
considerada, entre otras funciones, como un marcador de CEH no activadas (Lim et al., 2007). La
claudina I, una proteina de las uniones estrechas, es otra proteina de adhesién que también se
encontré sobre-expresada en los ratones SPARC” y en la red se visualiza que interacciona y se activa
mutuamente con cadherina E. Estas observaciones adquieren importancia en nuestro modelo, ya
gue las uniones estrechas se confinan a las células epiteliales, formando cinturones continuos a su
alrededor y sirviendo como una barrera fisica para regular el transporte a través del espacio
paracelular. Otro importante evento mostrado en la red de interaccion de genes es la disminucion
de CCL19 en los ratones SPARC”", que podria estar relacionado en la observacién de la reduccién de
reclutamiento de linfocitos y en el proceso inflamatorio en los ratones SPARC”, como describimos
previamente. La disminucion de actividad de CCL19 estd también relacionada con varios represores
transcripcionales, con los factores de respuesta a estrés (como HSF4, ZHX2), y con la via de ERK1/2,
que también se encontré inhibida. Los ratones SPARC”- presentan un incremento en los niveles de
expresion de secretasa gamma (complejo proteasa) y su proteina asociada al complejo, APH1B,
como asi también PAG1 (una proteina que se fosforilaria por la secretasa gamma), pudiendo
también incluir cambios en la via de sefializacidn de Notch. La secretasa gamma y PAG1 podrian
estar también involucradas en la regulacidon de la activacidn de células T. En sintesis, nuestros
resultados apoyan el concepto de que las condiciones basales en el contexto de la ausencia de
SPARC hacen al higado menos susceptible a insultos externos, como por ejemplo los causantes de

la fibrosis hepatica.
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Ademas de que el fenotipo de los ratones SPARC”- pueden estar influenciados por las condiciones
basales, los resultados aportados por los andlisis de redes de interaccidn provenientes de muestras
obtenidas de animales tratados con TAA sugieren que los ratones SPARC’ presentan una
maquinaria mas intacta o mejor preparada para reparar el ADN o detoxificacién como lo sugiere la
sobre-expresion de genes como ATM, BRCA1, BRCA2 y BARD1. ATM es un sensor del dafio al DNA 'y
fosforila a p53 (un supresor tumoral, que puede activar la apoptosis y detener el ciclo celular si el
dafio del ADN no es resuelto) (May and May, 1999). Ademas, el knockout de ATM afecta la
supervivencia celular y la regeneracién del higado (Lu et al., 2005). Asimismo, BRCA1 en complejo
con BARD1 presenta propiedades supresoras tumorales y estd implicado en la ubiquitinacién de
proteinas para la degradacion. Ademas, necesita formar un complejo con BRCA2, también sobre-
expresado, para reparar el ADN. Ha sido comunicado que TGF-B1/Smad3 contrarrestan la
reparacion del ADN mediada por BRCA1 (Dubrovska et al., 2005) y su expresién (Satterwhite et al.,
2000). Nuestros resultados, que muestran la sobre-expresion de BRCA1 y proteinas relacionadas
efectoras de la reparacion del DNA, son consistentes con la reduccién observada en los niveles de
TGF-B1 encontrados en nuestro estudio. ATM podria aumentar, via PI3K, la sobre-expresidon del gen
de ABCC4 que se constata sobre-expresado en ratones SPARC”" y es un transportador ABC
involucrado en la remocidn de quimicos, xenobioticos y productos del estrés oxidativo, asi como
también en el eflujo de GSH y sales biliares a través de la membrana basolateral de los hepatocitos
(Rius et al., 2003). El GSH exportado podria estar mediando proteccidn contra el dafio oxidativo en
el tejido. Ha sido publicado que la expresidn de este transportador en los hepatocitos
centrilobulares se incrementd en ratones que recibieron dosis hepatotdxicas de acetaminofeno o
CCl, (Aleksunes et al., 2006), y que su induccién con un pretratamiento con acetaminofeno se
correlacioné con la proteccién al dafio ante mayores dosis de este farmaco (Aleksunes et al., 2008).
Por lo tanto, la sobre-expresion de ATM o de algin componente de su factor transcripcional
relacionado, el complejo BRCA, como asi también el cambio de expresidon en sus efectores
especificos sugiere el establecimiento de una maquinaria mas eficiente para reparar defectos en el
ADN que resulta en una mayor proteccidn de las células hepdticas. Estos mecanismos, junto con la
actividad mediada por ABCC4 podria explicar la reduccién en el dafio hepatico y fibrosis subsecuente

observada en los ratones SPARC™".

Los hepatocitos se hallan normalmente en una fase Gy, en estado quiescente. La proliferacion celular
es un paso critico para superar el dafio hepatico inducido por diferentes causas como la exposicion
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a téxicos, hepatectomia parcial o infeccién viral, recuperando su masa y funcién rapidamente
(Mangipudy et al., 1995; Mangipudy et al., 1996; Michalopoulos and DeFrances, 1997). En este
sentido, nuestro analisis de microarreglos también revelé que un nimero de genes relacionados
con la proliferacion y el ciclo celular se encontraron significativamente sobre-expresados en los
ratones SPARC”, en comparacién con los ratones SPARC**. Los genes sobre-expresados en los
ratones SPARC”" incluyeron a PCNA, una proteina auxiliar de la DNA polimerasa delta, que se utiliza
como indicador de un incremento de la transicion G1/S luego de la injuria (Theocharis et al., 1994);
a E2F1, un gen que puede mediar tanto la proliferacién y la apoptosis dependiente o independiente
de p53; a CDT1, involucrado en la formacién del complejo de pre replicacién y necesario para la
replicacion de ADN; a CDK2, esencial para la transicion de fase de ciclo G1/S; a PRIM1 y PRIM2, las
polimerasas que sintetizan pequefios primers de RNA, necesarios para generar los fragmentos de
Okazaki durante la replicacidn discontinua de ADN, y MCM2 a MCM?7 involucrados en la iniciacién
de la replicacién del genoma eucaridtico. La observacién de que los ratones SPARC” presentan una
expresion alta en el higado de un numero de genes relacionados con la divisidn celular luego de la
injuria podria explicar parcialmente el efecto protector de la ausencia de SPARC. Estos resultados
estdn de acuerdo con el rol anti-proliferativo de SPARC, arrestando células en la fase de la division
celular Gy, en diferentes tipos celulares y patologias, incluidas células tumorales (Framson and Sage,
2004; Motamed et al., 2003; Motamed and Sage, 1998). El mecanismo por el cual SPARC inhibe la
proliferacién se relacioné con la alteracién de vias de sefalizacidon por diversos mecanismos,
incluyendo la interaccidn con los receptores del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)
(Motamed et al., 2002), la inhibicién de la ciclina quinasa dependiente E-ciclina (CDK2), la inhibicidn
de la ciclina A, y la inhibicién de la fosforilacion de la proteina del retinoblastoma (Raines et al.,
1992). Nuestros resultados sugieren que los ratones SPARC” tienen un fenotipo que favorece una
respuesta potente de proliferacién de los hepatocitos a la injuria tdxica como se ve con el aumento

de niveles de expresion PCNA.

No hay estudios publicados en relacion con los efectos de la ausencia de SPARC sobre factores de
regeneracion hepatica. Nuestros analisis por RT-PCR en tiempo real mostraron que los niveles de
expresion de HGF en el dafo agudo y crdnico, los niveles de IGF-1 en el dafio agudo, y los niveles de
IL-6 en el dafio crénico se encontraban significativamente sobre-expresados en los ratones SPARC”"
, comparados con los SPARC**. La IL-6 es una citoquina critica para la regeneracién de los
hepatocitos luego de la injuria (Cressman et al., 1996; Kovalovich et al., 2000). Previamente, Francki
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et al. observaron que las células mesangiales SPARC”" presentaban un aumento de IGF-1y 2 en
comparacién con las células SPARC** (Francki et al., 2003). Ademas, la sefializacién de HGF/c-met
es esencial para la regeneracion hepatica (Borowiak et al., 2004; Huh et al., 2004; Ogura et al., 2001)
y juega un rol clave activando las vias de sefializacion de MEK/Erk que controlan la progresion del
ciclo celular y los mecanismos regenerativos (Talarmin et al., 1999). En linea con estos trabajos, se
comunicd que SPARC es inhibido durante la fase de remodelacién en la regeneracién hepatica
(Nygard et al., 2015). Estas observaciones contribuyen a comprender el incremento en factores de
crecimiento observada en los ratones SPARC” luego de las diferentes injurias. Estos efectos deben
tomarse con precaucidon ante una eventual estimulacién del crecimiento del HCC. Sin embargo,
observamos anteriormente que la inhibicion de SPARC no modifica el crecimiento de HCC in vitro
(Atorrasagasti et al., 2010). Ademas, demostramos que la inhibicion de SPARC en células HepG2 no
influye en el crecimiento tumoral in vivo (Atorrasagasti et al., 2010). Por otro lado, si quisiese
explorarse desde el punto de vista terapéutico la inhibicién de SPARC a nivel hepatico en el contexto
de una falla hepdatica aguda, la corta duracién de la estrategia inhibitoria minimizaria cualquier

evento hipotético de estimulo del crecimiento maligno.

Se demostrd previamente que el efecto pro oxidativo de la TAA es el resultado de la generacion de
ROS (Andres et al., 2003; Chilakapati et al., 2007; Stankova et al., 2010), y que la detoxificacién de
ROS mediante antioxidantes previenen la hepatitis luego del tratamiento con Con A (Shirin et al.,
2010). Los resultados de nuestro andlisis proteémico mostraron que los ratones SPARC”* sobre-
expresan proteinas relacionadas con la detoxificacién de ROS como la catalasa, la peroxirredoxina-
1, y la glutatidn S-transferasa Mul. Es importante mencionar que la actividad in vivo de la catalasa
se reduce luego de administrar CCls en ratones, y la sobre-expresién in vitro de catalasa en CEH
inhibid el estado de activacién de estas (Dong et al., 2014); la catalasa tiene la habilidad de convertir
perdxido de hidrogeno en agua y oxigeno, bajando los niveles de ROS. Otra proteina hepatica que
fue identificada en el estudio protedmico es la peroxirredoxina-1, que juega un rol critico en
mantener la homeostasis redox celular (Bae et al., 2011). En concordancia con estas observaciones,
la glutatién S-transferasa Mul, una proteina responsable para la detoxificacién de toxinas vy
productos del estrés oxidativo, se vio también incrementada en ratones SPARC” en comparacién
con ratones SPARC**, y probablemente tiene un efecto sinérgico con la S-adenosil metionina para
detoxificar el higado de los ratones cronicamente intoxicados con TAA (Mesa et al., 1996; Murray
et al., 2015). Ademas, la isoforma tipo-1 de la S-adenosilmetionina sintasa, una importante fuente
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de grupos metilo para diversas metilaciones bioldgicas, es sobre-expresada en los ratones SPARC™".
La ausencia de metionina adenosiltransferasas (MATs) en los ratones predisponen para la injuria del
higado (Lu et al., 2001). Previamente se observé que los ratones N-metiltransferasa’ desarrollaron
hepatitis crénica (Lu et al., 2001). Entonces, el repertorio de proteinas sobre-expresadas en los

ratones SPARC” estd en consonancia con una reduccién en la induccién de ROS luego de la injuria.

Otras proteinas detectadas en el analisis proteémico y sobre-expresadas en los ratones SPARC” en
comparacién con los ratones SPARC** importantes de mencionar son la 3-ketoacil-CoA tiolasa, una
enzima que participa en la beta-oxidacién de acidos grasos de cadena larga; el factor de iniciacién
eucariotico 4A-l, que es una helicasa de ARN ATP-dependiente y que es una subunidad del complejo
elF4F requerida para el pegado a ARNm, y la AnexinaA3, que también fue altamente expresada en
los ratones SPARC”". Se comunicé previamente que la Anexina A3 es expresada en higados en
regeneracion y estimulada por HGF (Harashima et al., 2008). Sin embargo, se necesitan mas estudios
para dilucidar su rol en nuestros modelos animales. La fructosa 1,6 bifosfatasa 1 que cataliza Ia
hidrolisis de la fructosa esta sobre-expresada en ratones SPARC”". Se ha observado que la fructosa
1,6 bifosfato protege a los hepatocitos aislados de ratas contra la toxicidad de D-galactosamina (Roig

et al., 1994).

Por otro lado, la actividad de la catalasa hepatica estd elevada en los ratones naive SPARC”".
Considerando que la TAA tiene la capacidad de producir metabolitos reactivos como el éxido de S-
tioacetamida, inducir ROS, y llevar a la necrosis y apoptosis de hepatocitos, la alta actividad de
catalasa observada en los ratones SPARC”- podria explicar en parte el efecto protector contra la
induccién de ROS por TAA. El perfil antioxidante observado en ratones SPARC” a nivel proteémico
fue corroborado por cambios en los niveles de ROS con ensayos de diclorofuoresceina y por estudios

de carbonilacion.

La enzima superodxido dismutasa, NADH, glutation, y catalasa citosdlica normalmente detoxifican el
ROS mitocondrial. La produccién de ROS y la incapacidad celular para detoxificar ante la injuria,
podria favorecer su acumulacién en la mitocondria y en un incremento del estrés oxidativo a nivel
celular. ROS tiene la habilidad de causar una variedad de respuestas celulares desde una
interrupcién transitoria o permanente en el crecimiento celular, hasta apoptosis o necrosis,
dependiendo de sus niveles. Nuestros resultados muestran un incremento en la actividad del
complejo I, II, Il y IV en los ratones SPARC**. Dado que la actividad mitocondrial también es
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generadora de ROS, estas observaciones podrian explicar el incremento de ROS y el daifo
mitocondrial que fue detectado en microfotografias electrénicas de los higados de ratones SPARC**.
Estos resultados son consistentes con los de Socha et al. que comunicaron una caida en la
produccién de ROS en rifiones de ratones SPARC” (Socha et al., 2007). También estén en linea con
las observaciones de que SPARC podria ser requerido para la produccion de perdxido de hidrogeno

(H203) en fibroblastos tratados con TGF-B (Shibata and Ishiyama, 2013).

Enresumen, en la presente tesis se muestra evidencia de un rol esencial de SPARC en la proliferacion
de hepatocitos, en la induccién de ROS y en la regeneracidon del higado luego del dafio. Ademas,
este estudio sugiere que la inhibicién de SPARC podria ser un importante blanco terapéutico para la

proteccion hepatica en el dafio hepatico agudo y crénico.
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Conclusiones

Parte |
1) SPARC se sobre-expresa a nivel hepatico en los 3 modelos experimentales de dafio hepatico

agudo estudiados en este trabajo y en pacientes con hepatitis alcohdlica.

2) La ausencia de SPARC protege del dafio hepatocelular inducido por Jo2, GaIN/LPS y Con A, y se

traduce en una significativa disminucién de la necro-inflamacién hepatica.

3) Los animales SPARC”*, al presentar menores niveles de SPARC que un ratén SPARC'*
experimentan también menor dafio, mientras que en ratones SPARC” la restitucién parcial de la

expresion de SPARC (mediante el empleo del vector AdsSPARC) vuelven a ser susceptibles al dafo.

4) La proteccidn ante el dafio inducido por Con A en ausencia de SPARC se pone de manifiesto por:
menor actividad necro-inflamatoria hepatica, menor infiltrado de células T CD4*, disminucion de la

expresion de citoquinas pro-inflamatorias como TNF-q, IL-6 y TGF-B, y disminucion de la apoptosis.

5) La monocapa de células endoteliales sinusoidales se encuentra preservada en los animales SPARC
/_

6) La inhibicion de SPARC in vitro sobre células endoteliales vasculares disminuye el grado apoptosis

y de autofagia inducidos por Con A.

7) El nivel de transmigracion de esplenocitos a través de una capa de células HMEC con inhibiciéon
de la expresién de SPARC (mediante el empleo del vector lentiviral siSPARC) se reduce

significativamente.

8) La activacién de la molécula de adhesién VCAM-1 es menor en los ratones SPARC”" que la

observada en los animales SPARC** cuando son sometidos a la accién de Con A.

9) El estudio de microarreglos de cDNA pone en evidencia la existencia de cambios en la expresién

de genes que se relacionan con apoptosis, adhesidn y organizacion del citoesqueleto.

10) La inhibicidn in vivo de la expresion de SPARC mediante herramientas de terapia génica

disminuye la magnitud del dafo inducido por Con A, tanto preventiva como terapéuticamente.
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La informacion generada en este trabajo de tesis doctoral en relacidn con el estado del endotelio
sinusoidal hepatico nos permitirian generar un modelo que explicaria, en parte, la proteccién al

dafio de Con A en ausencia de SPARC:

SPARC*/* + ConA SPARC/- + ConA
Célula T
® ©® o L ® ®
CélulaT
CélulaT
Célula T
Célula T
ConA LSEC
\ - - ConA LSEC
AN .‘ - - -
. E
T
Receptor de -
Manosa Receptor de
CélulaT Manosa
CélulaT
CélulaT
CélulaT
Célula T
Célula T CélulaT

Célula T

Figura 37 Modelo

La nueva evidencia que aporta este trabajo implica la reduccidn en el dafio por necroinflamacién hepatica
en ausencia de SPARC. Esta reduccion podria explicarse en parte por una capa celular endotelial intacta
con niveles bajos de autofagia y apoptosis y un mejor estado de la citoarquitectura que podria prevenir la
transmigracion de infiltrado inflamatorio.

Parte ll
1) El estudio de gendmica funcional de ratones background pone en evidencia la existencia de
cambios en la expresidn de genes que se relacionan con procesos inflamatorios y con proteinas de

la unidn célula-célula y célula-matriz extracelular.

2) El estudio de gendmica funcional de ratones tratados durante 10 semanas con TAA pone en
evidencia la existencia de un aumento en la expresidn de genes implicados en la reparacién del DNA

y la proliferacién celular en los ratones SPARC”",

3) Los ratones SPARC”’- muestran una disminucién en el grado de infiltracion inflamatoria en el
higado con dafio crdnico, tanto por una caida en los niveles de CD4*, como por una menor migracion

de esplenocitos hacia la quimiocina CCL19
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3) Los ratones SPARC”" revelaron un incremento en la expresién de genes relacionados con la

proliferacién celular (PCNA, IGF-1, HGF, IL-6).

4) El perfil del proteoma hepatico reveld la induccién de proteinas de la via de detoxificacién de
especies reactivas del oxigeno, proteinas relacionadas con la transferencia de grupos metilo,

proteinas involucradas con la regulacion del ciclo celular y con el metabolismo.
5) Los ratones SPARC”" presentan mayor actividad catalasa que los SPARC**.

6) Los hepatocitos SPARC” presentan menores niveles de especies reactivas del oxigeno que los

ratones SPARC** tratados con TAA.
7) Los ratones SPARC”* presentan menor nivel de proteinas carboniladas que los ratones SPARC*/*.

8) La ausencia de SPARC estd asociada con una menor produccion de oxido nitrico y mayor

proteccion de la arquitectura y la funcién de las mitocondrias de ratones tratados con Con A.

9) SPARC se sobre-expresa a nivel hepatico en pacientes con fibrosis y en el modelo de ligadura del

conducto colédoco en ratones.

10) La ausencia de SPARC protege del dafo fibrogénico inducido por la ligadura del conducto
colédoco y se traduce en menores areas de fibrosis, necrosis y una disminucién en los niveles de

transaminasas.

11) La proteccién ante la ligadura del conducto colédoco en ausencia de SPARC se pone de
manifiesto por una menor fibrosis, menor expresion de coldgeno, menor madurez de las fibras de

colageno presentes, menor numero de miofibroblastos activos y menores niveles de TGF-1.

Los resultados alcanzados en este trabajo de tesis nos permiten proponer a SPARC como una
potencial nueva diana terapéutica para disminuir la magnitud del dafo hepatico agudo y el proceso

fibrogénico hepatico.
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