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RESUMEN

El higado tiene la capacidad de regenerarse ante alguna lesion o dafio sin embargo
para realizar esta labor, requiere de la participacibn de moléculas de matriz
extracelular, asi como factores decrecimiento, y de otras moléculas que regulen dicho

proceso como son los miRNAs.

Estudios realizados previamente en el laboratorio nos llevaron a postular al miR-143-
5p y al miR-149-3p como mediadores de la actividad anti-proliferativa y pro-fibrotica de

TGF-B1 en células hepaticas durante el proceso regenerativo in vivo.

Por lo anterior el objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto del miR-143-5p
y el miR-149-3p en la expresion de TGF-B1 en un modelo murino de regeneracion
hepatica. Para cumplir los objetivos planteados se realiz6 la inhibicion de dichos
MiRNAs in vivo y después se evaluo la expresion del TGF-B1 y moléculas involucradas

en la regeneracion hepética.

Los resultados obtenidos nos indican que la inhibicion del miR-143-5p y del miR-149-
3p tiene un efecto regulador de la regeneracién hepatica, especialmente este ultimo,
el cual produjo una fuerte modulacién en los marcadores de regeneracion y de fibrosis,

asi como en la propia expresion del TGF (31.

Por lo tanto, el miR-149-3p podria tener un importante papel en la regulacién del

proceso de regeneracion en el higado y probablemente en otros tejidos.
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. INTRODUCCION

1.1 El higado

El higado representa a la glandula mas grande de todo el organismo, se encuentra
localizado en la porcion intratoracica de la cavidad abdominal contactando con la
concavidad del diafragma, la mayor parte esté a la derecha del plano mediano (Figura
1). Es un dérgano que aparece lobulado por la presencia de fisuras profundas y se
mantiene en su sitio por la presion de los otros 6rganos y por diversos ligamentos que

lo unen al diafragma y pared ventral del abdomen (Sibulesky, et al., 2013).

Externamente, el higado esta dividido por el ligamento falciforme en un I6bulo derecho
mas grande y un Iébulo izquierdo mas pequefio y recibe suministro de sangre de dos
fuentes: el 80% es administrado por la vena porta, que drena el bazo y los intestinos;
el 20% restante, la sangre oxigenada que es administrada por la arteria hepatica
(Trefts, Gannon, & Wasserman, 2017). Este 6rgano se divide en ocho segmentos
funcionales independientes, cada segmento tiene su propio pediculo portal que
consiste en la rama arterial hepatica, la rama portal y el conducto biliar con una rama
venosa hepatica separada que proporciona el flujo de salida. La salida del flujo es
equilibrada por las tres venas hepaticas. La vena hepatica derecha, esta divide en dos
segmentos al I6bulo derecho formando en el I6bulo dos caras una anterior y posterior.
La vena hepética media corre por el mismo plano que la vena cava inferior y la fosa
vesicular, la vena hepatica va a dividir al higado en los I6bulos derecho e izquierdo. La
vena hepética izquierda divide el higado izquierdo en segmentos medial y lateral. La
vena porta divide el higado en los segmentos superior e inferior como se muestra en
la Figura 2 (Sibulesky et al., 2013).
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Vesicula
biliar

Figura 1. Localizacion del higado. El higado se localiza en la parte superior del abdomen,
cerca del estbmago, los intestinos, la vesicula biliar y el pancreas. (Tomado de
https://www.cancer.gov/espanol/publicaciones/diccionario/def/higado)
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LOBULO DERECHO LOBULO IZQUIERDO

Posterior Anterior, Medio Lateral izquierdo

Figura 2. Anatomia segmentaria del higado. El segmento I, el I6bulo caudado, se localiza en la parte
posterior. Los segmentos hepaticos Il y Ill, se conocen como los segmentos anterior y posterior del
I6bulo izquierdo. El segmento 1V es el segmento medial del I6bulo izquierdo. Los segmentos Il, [l y IV
conforman colectivamente el I6bulo funcional izquierdo del higado. El I6bulo funcional derecho del
higado estd4 formado por los segmentos V y VIII (segmentos anteriores), los segmentos VI y VIl
(segmentos posteriores) (Imagen modificada de Sibulesky et al., 2013).
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1.1.2 Histologia hepéatica

Desde el punto de vista histoldgico, la estructura basica del higado son los lobulillos
hepaticos que estan separados entre si por tejido conjuntivo. Estos lobulillos tienen
forma de prisma poligonal y en corte transversal se observan estructuras hexagonales
con una vena central. Como se observa en la Figura 3, entre los lobulillos se encuentra
la denominada triada portal la cual estd compuesta por vena porta, arteria hepatica y
conducto biliar (Robles et al., 2012).

Hepatocitos Sinusoide

{células hepaticas) Canaliculo

Léabulo del higado

Figura 3. Representacion esquematica de la triada portal en el higado. Estructuras que forman la
unidad funcional del higado conocida como lobulillo hepético (Robles et al., 2012).

1.1.3 Anatomia celular del higado.

El higado esta compuesto de varios tipos de células de diferente origen embriolégico,
gue incluyen a los hepatocitos, las células epiteliales biliares (colangiocitos), las células
estelares, las células de Kupffer y las células endoteliales sinusoidales del higado. Los
diferentes tipos de células que conforman al higado tienen funciones Unicas que
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ayudan para que la funcién hepética sea regulada de manera exitosa (Trefts et al.,
2017).

Los hepatocitos son la principal poblacién de células epiteliales del higado y
constituyen la mayor parte del volumen del higado, son células poliédricas grandes
gue miden entre 20 y 30 um. Estas células constituyen alrededor del 80% de la
poblacién celular del higado con una vida media de alrededor de 5 meses, su nucleo
es grande y esférico y ocupa el centro de la célula, la mayor parte de los hepatocitos
son tetraploides es decir que contienen el doble de DNA normal. Ademas, tienen una
capacidad de regeneracion considerable luego de la pérdida de parénquima hepatico

por procesos toxicos, enfermedades o cirugia (Pawlina et al., 2012).

La segunda poblacion epitelial mas abundante del higado son los colangiocitos que
tienen una funcién epitelial mas tradicional, contribuyendo a la secrecion de bilis (Loo
et al., 2015).

Las células estelares se encuentran ubicadas en el espacio de Disse, el principal
componente mesenquimatoso del higado y representan una poblacién celular
dindmica que puede existir en un estado inactivo o activo; en el estado de reposo, las
células estelares almacenan vitamina A en gotitas de lipidos; el dafio al higado
conduce a la activacion de las células estelares, su proliferacion y la pérdida progresiva
de las reservas de vitamina A (Puche et al., 2013). Las células estelares también
contribuyen a la deposicion y organizaciéon del colageno en el higado lesionado. Este
proceso promueve la cicatrizaciéon del tejido, que puede progresar a fibrosis y como
Ultima consecuencia a cirrosis, una patologia critica que contribuye a la enfermedad

hepatica en etapa terminal (Gordillo et al., 2015).

Las células de Kupffer son la poblacién de macrofagos residentes del higado
encargadas de formar las paredes de las sinusoides. Estas células reconocen los
multiples estimulos patégenos introducidos a través de la circulacién portal y pueden
lograr funciones pro o anti-inflamatorias en la cicatrizaciéon de heridas hepaticas,

dependiendo de una serie de factores contribuyentes (Trefts et al., 2017).

Las células endoteliales sinusoidales del higado son una poblacién endotelial con

caracteristicas unicas. Estas células forman placas de tamiz fenestradas en la luz
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sinusoidal que crea poros que varian en tamafio desde 50 a 180 nm en humanos o de
50 a 280 nm en ratones y ratas. Esta organizacion es critica para el intercambio de
proteinas y particulas dentro de estos limites de tamafio entre el plasma y las
diferentes células del higado, mientras se mantienen ciertas funciones de barrera
(Trefts et al., 2017).

1.2 Enfermedades hepaticas

Existen multiples enfermedades que afectan al higado, de entre las cuales destacan
las enfermedades infecciosas ocasionadas por parasitos, bacterias y virus, las cuales
estan ligadas a la falla hepética aguda, como es el caso de la infeccidn por el virus de
la hepatitis C, asociada mayormente con una falla hepatica aguda (He et al., 2015).
Otro factor importante en las patologias hepaticas es el consumo de alcohol, la
hepatopatia alcohodlica es el resultado de eventos en cascada, que clinicamente
conducen primero al higado graso alcohdlico, y luego, principalmente a través de la
esteatohepatitis alcohdlica, potencialmente a cirrosis y carcinoma hepatocelular.
(Teschke, et al., 2018).

Sin embargo, muchas de las veces las enfermedades hepaticas son asociadas al
higado graso no alcohdlico (NAFLD). La enfermedad de NAFLD es la causa mas
frecuente de las afecciones del higado en el mundo occidental, la cual ha ido
aumentando en paralelo a la pandemia de obesidad (Singh, et al., 2017). Esta
enfermedad se caracteriza por la presencia de grasa ectdpica en el higado, la
esteatosis, que no puede explicarse por el consumo de alcohol. Abarca desde la
esteatosis simple hasta la esteatohepatitis no alcohdlica (NASH) que puede tener
diferentes grados de fibrosis y progresar a cirrosis hepatica y enfermedad hepatica en
etapa terminal, con sus complicaciones asociadas, incluido el carcinoma hepatocelular

(HCC) como se muestra en la Figura 4 (Machado et al., 2014).
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A)

Higado sano

Alto riesgo NASH Cirrosis

-

ir.

NAFDL + Inflamacidn

-

NAFDL + Inflamacion y
fibrosis

Acumulacion de acidos
grasos y triglicéridos

C) Higado sano Esteatosis Fibrosis Cirrosis

GRADO DE ACTIVIDAD DE NAFDL: Grado = puntuacion total: S+L+B (Rango 0-8)

Esteatosis Puntuacion S Inflamacion Puntuacion L Balonamiento Puntuacion B
lobular Hepatocitico

<5% 0 No hay 1 No hay 0

5-33% 1 <2 2 Unas pocas células 1
abalonadas

34-66% 2 2-4 3 Muchas células 2
abalonadas

>66% 3 >4

Estadio de la fibrosis en NAFDL Estadio

No hay fibrosis 0

Fibrosis leve, perisinusoidal zona 3 1a

Fibrosis moderada, perisinusoidal zona 3 1b

Solo fibrosis portal/periportal 1c

Fibrosis perisinusoidal zona 3 y portal/periportal 2

Fibrosis formando puentes 3

Cirrosis 4

Figura 4. Progresion en la enfermedad del higado graso no alcohélico. Esquema que muestra la
progresion del higado graso no alcohdlico (A), asi como la micrografia que muestra la histopatologia de
los diferentes estadios dicha enfermedad (B) .(Imagen modificada de
https://www.cancer.gov/espanol/publicaciones/diccionario/def/higado).

Tabla 1. Sistema de puntuacion histoldgica de la Red de Investigacion Clinica sobre NAFDL (C)
(Kleiner et al., 2005)
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Se sabe gque NAFLD se encuentra fuertemente relacionada con la obesidad, la
resistencia a la insulina, diabetes mellitus tipo 2 (T2DM) y el sindrome metabdlico. La
obesidad, particularmente la obesidad abdominal, es en gran medida predictiva de la
esteatosis hepatica y la progresion de la enfermedad. En pacientes con sobrepeso, la
prevalencia de esteatosis es al menos dos veces mas frecuente que en sujetos
delgados, siendo directamente proporcional al aumento del indice de masa corporal;
en la obesidad mérbida, casi todos los pacientes presentan esteatosis (Thuluvath, et
al., 2003).

Como se menciono anteriormente uno de los estados patoldgicos multifactoriales que
afectan al higado es la cirrosis hepatica, en el cual la fibrosis es el precursor de esta
condicion. Se puede definir a la cirrosis, como el proceso en donde existe una
degradacion de las células parenquimales y necrosis de los hepatocitos ademas de la
sustitucién del parénquima hepatico por tejidos fibroticos (acumulacion de matriz
extracelular, ECM), formacién de nddulos regenerativos ademas de pérdida de la

funcion hepética (Zhou et al., 2014).

Muchas moléculas estan involucradas en las etapas iniciales de la progresion de la
fibrosis, una de ellas es la citocina TGF-B1 (Factor de Crecimiento Transformante 1)
gue presenta un incremento en su expresion en tejido fibrotico. Las células estelares
hepaticas se activan cuando hay presencia de fibrosis, y se da la acumulacion de

colageno tipo 1y de la proteina a SMA (Rao et al., 2017).

1.3 Regeneracion hepatica

La regeneracion hepatica es un fendmeno presente en todos los vertebrados, desde
el pez cebra hasta el ser humano, en donde el higado lleva a cabo procesos que
promueven su capacidad regenerativa ante el dafio hepatico, con lo cual se intenta
recuperar la arquitectura y funcion del érgano (Chauhan, et al., 2011). Este proceso
es muy complejo que esta estrictamente regulado y representa una de las formas mas
extraordinarias de respuesta ante el dafo tisular, gracias a sus implicaciones

terapéuticas por lo que ha sido motivo de interés en las Ultimas décadas.
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Cuando el higado cursa con un proceso patoldgico, uno de los primeros eventos que
ocurren en el 6rgano es la produccion de moléculas proinflamatorias, asi como de
aquellas que se requieran para reparar la arquitectura y la funcion hepatica (Liu, et al.,
2016).

Uno de los eventos que se requieren para la restauracion del tejido dafiado es la
secrecion de moléculas de matriz extracelular, sin embargo, este proceso debe ser
altamente regulado, y la progresion andmala de éste puede llevar a condiciones
patolégicas siendo la fibrosis es una consecuencia de éste. La fibrosis se define como
un exceso en la expresion y deposicion de moléculas de matriz extracelular, lo que
puede conducir a una cirrosis y en algunas situaciones esto se puede acompafiar de
eventos proliferativos descontrolados de las células hepaticas que podrian causar
cancer ( He et al., 2015).

Cuando hay dafio grave en el higado y éste se encuentra estrictamente localizado se
puede recurrir al procedimiento conocido como hepatectomia parcial, de manera que
después de la cirugia se pueda inducir la regeneracién del tejido hepético por medio
de la proliferacion y trans/diferenciacion de las células maduras existentes, en donde
los hepatocitos tienen un papel fundamental (Corpechot et al., 2011). En roedores esto
puede llevar un periodo de dias mientras que en el ser humano la recuperacion total
del 6rgano y su funcion se da en un périodo de 3 a 4 semanas. La proliferacion de las
células del higado es un proceso cuidadosamente regulado por sefiales hormonales,
gue activan o desactivan genes, con la finalidad de mantener el balance entre el
namero de células y la cantidad de los componentes de la matriz extracelular en el que
las propias células se sostienen ( Cienfuegos et al., 2014). Este proceso reproduce un
modelo fisioldégico de respuesta al dafio y se divide en tres etapas: fase

desencadenante, fase de proliferacion y fase de terminacion.

La iniciacion y regulacion del proceso de regeneracion sobre la lesion hepatica se
desencadena por sefiales del ambiente hepatico. Este proceso se ha relacionado con
los mediadores de la respuesta biologica al dafio tisular, por ejemplo: citocinas
proinflamatorias como TNF-a, IL-18, IL-6, factores de crecimiento HGF, EGF, VGF, y
factores antiinflamatorios IL-10 y TGF-B (Bohm et al., 2010).
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En condiciones normales un hepatocito se encuentra en estado quiescente y para que
se dé la progresion del ciclo celular se requiere, ademas de las sefiales de crecimiento
ya mencionadas, estimulos que provoquen un cambio en el ciclo celular para pasar a
la fase de sintesis del DNA (Figura 5). Asi, después de una lesién hepdtica, se inicia
el proceso de regeneracidon hepatica y los hepatocitos entran en la fase G1. Siendo
TNF-a e IL-6 moléculas importantes que contribuyen a la progresion (Michalopoulos,
2007).

Hepatocitos

Colangiocitos ¢ gjnusoidales
-y °
./ .

L o/

=) [ T T T T T T T T
Dia 1 Dia 2 Dia3 Dia4 Dias Dia 6 Dia7 Dia8 Dia9 Dial0

6h 12h 18h 24h 30h 36h B Fase S
gy ey se &

T T Py e gy
= B Mitosis
B Citocinesis

Figura 5. Cinéticatemporal de latesis de sintesis de DNA en diferentes tipos de células hepaticas
durante la regeneracion hepatica después de una hepatectomia parcial en rata. Los cuatro tipos
principales de células hepaticas se someten a sintesis de DNA en diferentes momentos, la sintesis de
ADN de hepatocitos alcanza su punto maximo a las 24 h, mientras que los otros tipos de células
proliferan mas tarde (A-Cienfuegos et al., 2014).

Después de la transicibn GO-G1, varias moléculas como el factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF), factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el TGF-B1 inician la
transicion G1 a S y la mayoria de los hepatocitos remanentes (95%) entran en la fase
de crecimiento; dichos factores estimulan la replicacion del DNA y la mitosis celular
(Zheng et al., 2009).

En la fase terminal de la regeneracion hepatica, moléculas como el TGF-,
especificamente la isoforma 1, aumentan su expresion y juegan un papel importante

en la prevencién de la regeneracion excesiva (Caj et al., 2018). En el higado de rata,
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el pico de regeneracion hepatica se empieza a observar a las 24-36 h (fase S) después
de la hepatectomia parcial (70%). El higado recupera en gran medida un tamafo
normal (93%) por hiperplasia de los l6bulos remanentes 7-10 dias después de la
hepatectomia, y su volumen original se puede observar a los 20 dias de la
hepatectomia (Michalopoulos, 2007).

TGF-B1 aparece en las células hepaticas no parenquimatosas y es un potente inhibidor
de la sintesis de DNA en el higado regenerante y en hepatocitos cultivados, lo que
hace pensar que sea inhibidor paracrino que previene una proliferacién celular

descontrolada (Caja et al., 2018).

1.4 Factor de crecimiento transformante (31

TGF-B1 pertenece a una superfamilia de factores de crecimiento que incluye
tres isoformas, las cuales puedes ser homodiméricas o polipéptidos heterodiméricos
cuya funcién esta determinada por el tipo de célula, la condicion en la que se encuentre
y la presencia o ausencia de otras proteinas. Se sabe gque esta citocina se encuentra
involucrada en muchos procesos celulares, incluida la proliferacion celular, la

diferenciacion, angiogénesis, migracion, adhesion y apoptosis (Moses, et al., 2017).

Particularmente, TGF-B1 ha sido identificado en el proceso regenerativo del higado
como una molécula que regula negativamente dicho proceso conduciendo al
hepatocito a la apoptosis ademas de ser la isoforma mas abundante en el tejido y una

de las principales moléculas que provocan fibrosis en el 6rgano (Caja et al., 2018).

TGF-B es secretado en forma de complejo con la proteina latente (LAP) y la proteina
latente de unién a TGF-B (LTBP), la sefializacion se activa al unirse a su receptor
correspondiente (Fabregat et al., 2016). La proteina precursora esta conformada por
aproximadamente 400 aminoacidos, y son los 112 residuos localizados en el extremo
carboxilo terminal, los que constituyen la forma madura; los residuos restantes,
localizados en la porcidon amino terminal, constituyen el llamado péptido asociado de

latencia o simplemente LAP (Latency Associated Peptide) (Wang, et al. 2017).
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TGF-B se une a un complejo heterodimérico que conforma el receptor, que contiene
subunidades de tipo serin-treonin cinasas. Los receptores mas conocidos que
participan en la respuesta a TGF- son los ALK (Activin Like receptor Kinase). La
activacion y fosforilacién de ALK, enciende la respuesta de la ruta de sefializacion de
las proteinas Smads (Dimitrova et al., 2017). Después de la activacién de ALK, se
fosforilan Smad 2 y 3, éstas a su vez activan Smad 4 mediante fosforilacion y asi se
transportan al nucleo donde regulan la transcripcion de diversos genes blancos como

se muestra en la Figura 6 (Nunes, et al., 1997).
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Figura 6. Vias de sefializacion de TGF-B. TGF-B es una citocina que regula diversos procesos
celulares y su accién bioldgica se lleva a cabo a través de la unidén a sus receptores de tipo | y tipo Il
gue tienen actividad de serina/treonina quinasa en sus dominios citoplasmaticos. El TGF-B activa a las
proteinas SMADS (via candnica), sin embargo, tiene la capacidad de activar otras vias (vias no
canodnicas), incluyendo la via de la familia de las MAPK (Imagen modificada de
https://www.researchgate.net/figure/Canonical-and-non-canonical-TGF-b-pathways-In-the-canonicl-
pathway-the-three-TGF-b_figl 259606359).

23


https://www.researchgate.net/figure/Canonical-and-non-canonical-TGF-b-pathways-In-the-canonicl-pathway-the-three-TGF-b_fig1_259606359
https://www.researchgate.net/figure/Canonical-and-non-canonical-TGF-b-pathways-In-the-canonicl-pathway-the-three-TGF-b_fig1_259606359

Como parte de la ruta de sefializacion, la proteina Smad 7 regula negativamente la
respuesta por TGF-B (Annes et al., 2003). Se postula que este efecto se lleva a cabo,
cuando Smad 7 compite por el sitio de union y activacion del receptor ALK, sin
embargo, también se ha propuesto que Smad7 promueve la ubiquitinizacién de ALK
para ser degradado via proteosoma (Hata, et al., 2016).

Algunos de los genes que son transcritos por la via de TGF-$1 y que estan implicados
en el proceso de regeneracion en el higado, son moléculas de la matriz extracelular

como fribronectina, coldgenas, y lamininas (Conn, et al., 2017).

Ademas de TGF-B1 como una molécula reguladora negativa del proceso proliferativo
del hepatocito y por consiguiente de la regeneracién del Organo, existen otras
moléculas dentro del ambiente celular que han sido identificadas como reguladoras
postranscripcionales de diversos procesos bioldgicos en el tejido hepético y que
participan en la regeneracién hepatica, uno de dichos tipos de moléculas son los
mMiRNAs.

1.5 Los microRNAs

Los miRNAs son RNAs pequefios no codificantes con la propiedad de regular genes a
diversos niveles, fueron descritos por primera vez al estudiar la sincronizacién del
desarrollo del neméatodo Caenorhabditis elegans (Lee, et al., 1993). Los miRNAs son
moléculas de 20-30 nts sintetizados a partir de transcritos precursores tipo tallo-
burbuja de mayor longitud y sus efectos se observan como inhibicion o silenciamiento
de la expresién génica mediante la unién a secuencias complementarias generalmente
en laregion 3’"UTR (regién no traducida) de RNAs mensajeros blanco (Schueller et al.,
2018).

Los miRNAs let-4 y let-7 fueron los primeros miRNAs descritos y ejercen su funcién al
reprimir traduccionalmente genes de la fase larvaria para favorecer el progreso de la
etapa adulta (Reinhart et al., 2000).

El mecanismo regulatorio fue reportado como una interaccion entre miRNAs y
elementos de reconocimiento a miRNAs (MREs) en las 3'UTR de ciertos RNAs

mensajeros (MRNAS).
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Elinterés por los miRNAs aumentd al observarse que este tipo de regulacion se llevaba
a cabo también en otros organismos como insectos, plantas y mamiferos. En 2001,
cientos de estos RNAs fueron denominados por primera vez miRNAs y en la actualidad
se estima que los miRNAs representan mas del 3% de los genes humanos y controlan
la expresion de otros miles de genes (Ha et al., 2014)

1.5.1 Biogénesis de los miRNAS

La mayor parte de los miRNAs se encuentran codificados en regiones intergénicas o
de intrones y se transcriben principalmente por la RNA polimerasa Il y en algunos
casos por la RNA Polimerasa Ill, molécula encargada de sintetizar en el ndcleo un
RNA primario (pri-miRNA) que pasa por procesos de maduracion, los pri-miRNAs son
aproximadamente de 500—-3000 nucleétidos y se procesan dentro del nicleo mediante
el llamado “complejo microprocesador” que estd compuesto por una por una RNAasa
Il DROSHA y su cofactor DGCR8 para convertirlo en un precursor o pre-miRNA, de
aproximadamente 70 nucleétidos de longitud, el cual es reconocido por la exportina 5
saliendo del nucleo al citoplasma celular (Ha, et al., 2014).

El segundo evento de maduracion de la molécula es mediado por el complejo de
proteinas DICER y TRBP que cortan al pre-miRNA dejando una sola de las cadenas.
Después de la seleccion de la cadena guia, la proteina Argonauta, que es parte del
complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC), se recluta y se dirige al miRNA
a su sitio blanco y se une por complementariedad parcial a la regién no traducida (UTR)
del RNA mensajero (principalmente a la 3° UTR) y de esta forma puede verse inhibida
su expresion o proceder a la posterior degradacion del RNAm (Figura 7) (Ha et al.,
2014).
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Figura 7. Biogénesis y funcién de los miRNAs. Esquema general de la biogénesis de los miRNAs
en donde se esquematiza el procesamiento del transcrito primario del RNA y los procesos de
maduracion de la molécula larga en nucleo hasta su maduracion final en el citoplasma para llevar a
cabo su funcidn que es regular de manera postranscripcional la expresion genética de los RNA
mensajeros (Imagen modificada de He et al., 2004).
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. ANTECEDENTES PARTICULARES

2.1 miRNAs en la fisiopatologia de las enfermedades hepaticas.

En los ultimos afios se demostré que los miIRNAs desempefian un papel clave en la
regulacion de la inflamacion, carcinogénesis, muerte celular entre muchos otros
procesos. Ademas, se ha propuesto a los miRNAs séricos como biomarcadores en el
contexto de diferentes enfermedades (Roy et al., 2016).

En el contexto de patologias del higado, se han sugerido a varios miRNAs como
biomarcadores basados en suero para la lesién hepética aguda. En este escenario, se
demostrd que el miR-122, un miRNA que se expresa abundantemente en el higado,
forma parte de los 7 miRNAs que muestra una mayor precision y sensibilidad como
biomarcador en la lesién hepatica inducida por paracetamol que la medicion del
aspartato transaminasa/alanina transaminasa (AST/ALT) (Xiaoyu, et al., 2015). En otro
estudio, la inhibicién a corto plazo del miR-122 dio como resultado un aumento de la
B-oxidacion de los acidos grasos, activacion de AMPK y reduccién de la esteatosis
hepatica en un modelo de obesidad de ratones con una dieta rica en grasas, lo anterior
podria traer como resultado en una mejora de NAFLD (Krutzfeldt et al., 2005).
Controversialmente, en un estudio con ratones knock-out del miR-122 alimentados con
una dieta normal se observaron efectos perjudiciales a largo plazo cuando se
compararon con los controles, siendo uno de los principales efectos la esteatosis con
progresion a carcinoma hepatocelular. Ademas del miR-122, se han sugerido otros
MiRNAs, incluyendo miR-29a/b/c, miR-15a, miR-130a, miR-146a, miR-192 y miR-194
como marcadores basados en suero para la lesion hepatica aguda (Howell, et al.,
2018).

Se ha visto que los niveles del miR-192-5p se encuentran elevados en diversas
enfermedades hepaticas, asi como en pacientes con cancer, donde los niveles séricos
elevados se asocian con metastasis tumorales y escasa supervivencia (Silakit et al.,
2014). Asimismo, se ha identificado que la sobre expresion del miR-21 se encuentra
involucrado en el proceso fibrético en el higado, el cual podria inducir los niveles de

expresion de TGF-B activando de las células estelares hepaticas (Luo et al., 2017).
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El miR-214-5p esta identificado como un potencial inhibidor de la fibrosis por la
inhibicion del miRNA, la cual aumenta la expresion de genes de colageno

especificamente COL4A1, COL1A1 y la viabilidad celular en células osteoblasticas.

2.2 miRNAs en la regeneracion hepatica.

Actualmente, se han identificado diversos miRNAs que se modulan durante el proceso
regenerativo del higado y que podrian estar participando en el control de la
proliferacion de hepatocitos durante la regeneracion hepética.

En estudios previos, se han analizado los perfiles de miRNA en higados en un modelo
murino en donde se realizd hepatectomia parcial (50%) y aunque la mayoria de los
miRNAs disminuyeron en el proceso de regeneracion hepatica hubo otros aumentaron
el primer dia y luego disminuyeron en los siguientes dos dias durante el proceso
regenerativo (Tabla 1) (Chen et al., 2011).

Tabla 2. Expresion de diferentes miRNAs implicados en la regeneracion hepatica en un modelo
murino (Xiaoyu et al., 2015). La direccién de las fechas indica si el miRNA se esté regulando positiva
0 negativamente.

mMiRNAs implicados Variacion Variacion Genes blancos

en el proceso de en la fase en la fase

regeneracion de inicio y de

hepética en un proliferacion | terminacién

modelo

miR-16
miR-22
miR-23
miR-23b
miR-24
miR26a
miR-29
miR-30
MiR-31
mirR33
miR-122a

Smad3

CCND2, CCNE2

CDK6, CCND1

o
T —
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miR-126 l ;

miR127 L ¢ Bc16, Setd8
miR-145 v v

miR-150 l ¢ VEGF-A
miR-378 ¢ ¢ Odcl
miR-26b T !

miR-192 T ¢

miR-194 T !

miR-34a T T INHBB, Met
miR122 T HO-1
miR-203 T SOCS3
mir-221 T Arnt

Diversos reportes han demostrado el importante papel de los miRNAs en el ciclo
celular de los hepatocitos durante la regeneracion hepatica; por ejemplo, en un estudio
usando un modelo murino, se realiz6 la inactivacion del gen 8 de la region critica del
sindrome de DiGeorge (DGCRS) lo cual dio lugar a una deficiencia del miR-21 y/o un
retraso en la progresion del ciclo celular de lafase G1 a la S, demostrando el papel del
miRNA en el control del crecimiento y proliferacion celular. La expresién de este
miRNA se analizé en ratones de tipo silvestre durante la etapa temprana de la
regeneracion hepatica, después de haber realizado hepatectomia parcial demostrando
gue hay una fuerte induccion de miR-21 a las 18 h después de la hepatectomia parcial
sugiriendo que el aumento en la expresion podria participar en la progresion del ciclo
celular (Song et al., 2010)

Por otro lado, se ha comprobado que el RNAmM correspondiente al gen 2 de
translocacién de células B (Btg2), es un blanco directo del miR-21 (Leone et al., 2013)
Btg2 que es un factor de anti-proliferacion que podria suprimir la activacion de FoxM1,
una proteina esencial para la sintesis del ADN en hepatocitos. Por lo tanto, la
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proliferacion de hepatocitos podria acelerarse a través del efecto inhibitorio de miR-21
sobre Btg2 (Song et al., 2010).

En otro estudio realizado por Yuan y cols, se demostré que el miR-23b se redujo, se
ha demostrado que el miR-23b tiene la capacidad de disminuir la expresion de Smad3
120 h después de la hepatectomia parcial. Adicionalmente se demostré que el miR-
23b influye positivamente en la activacion de la via TGF-B1/SMAD3 que a su vez esta

citocina disminuye la expresion del miR-23b a nivel transcripcional. (Yuan et al., 2011).
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Figura 8. Expresion de miRNAs durante el ciclo celular de los hepatocitos. Los miRNAs participan
en el proceso de regeneracién hepatica conduciendo en la fase inicial a la proliferacion de los
hepatocitos y en la fase final la cual lleva a la inhibicion de los eventos de multiplicacion celular (Imagen
modificada de Chen et al., 2011).

2.3 Antecedentes del miR-143-5p

La modulacion de los miRNAs en el proceso de regeneracion hepética ha resultado de
un gran interés para nuestro equipo de trabajo, y en especifico, la regulacion que
ejerce el TGF-B1 como uno de los principales orquestadores de dicho proceso. Cabe
mencionar que no se ha encontrado en la literatura ningin antecedente que haya

estudiado el papel del miR-143-5p en la regeneracién hepatica.
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Los antecedentes de la posible relacion entre el miR-143-5p derivan de un estudio en
nuestro laboratorio en donde se llevé a cabo una secuenciacion masiva de extracto de
RNA de células Huh-7 tratadas y no tratadas con TGF-B1 y se observé que el miR-
143-5p se encuentra aumentado en aproximadamente 5 veces con respecto al control
no tratado. Por lo tanto, se planted el estudio del miR-143-5p como mediador de la
actividad de TGF-B1.

El miR-143-5p, fue previamente identificado como un supresor de tumor, se encuentra
en el cromosoma 5032, y se ha visto que se encuentra implicado en varios tipos de
canceres, incluyendo pulman, rifidén, higado, eséfago, gastrico y de mama. (Chivukula
et al., 2014). En un estudio reciente, se demostrd que la sobreexpresion de miR-143-
5p puede inhibir la proliferacion, migracion e invasion de células de cancer de vesicula
biliar (GBC) in vitro e in vivo (Figura 9). De manera contraria se ha demostrado el miR-
143-5p puede actuar como un supresor de tumor al inhibir el comportamiento agresivo
de GBC mediante la via HIF-1a y EMT ( He et al., 2017).
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Figura 9. Reduccion de la expresién de miR-143-5p en tejidos de GBC se correlaciona con un
mal prondstico. Expresion reducida de miR-143-5p en tejidos de GBC pareados con la
correspondiente vesicula biliar no cancerosa (GNC) (Imagen modificada de He et al., 2017).

En otro estudio se analiz6 la expresion de este miRNA en pacientes con hepatitis b
relacionada con insuficiencia hepatica aguda en créonica (HBV-ACLF). En este estudio
se demostré que 6 miRNAs se encuentran sobre expresados en pacientes con HBV-
ACLF, entre los cuales se encuentra el miR-143-5p, lo que significa que podria ser
utilizado como un potencial biomarcador para el diagnostico de HBV-ACLF (Ding et
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al., 2015). En un estudio se demostré que el miR-143-5p podria regular la expresion
TGF-B1 en los melanocitos, la sobre expresion del miR-143-5p promueve la inhibicion
de la proteina TAK1, implicada en la via no canonica de TGF-1 como se muestra en
la Figura 10 (Ji et al., 2018)

El aumento en la expresion del miR-143-5p, llevdé a un aumento de la migracion y
proliferacion de melanocitos, lo que da soporte a la hipétesis de que el miR-143-5p
podria regular los procesos antes mencionados partiendo de la modulacion directa de
TAKL1.

Por lo anterior, se postula que el miR-143-5p podria tener funciones importantes en la
via de TGF-B1, sin embargo, el papel de este miRNA en regeneracion hepética no se
ha estudiado hasta el momento, es por ello que resulta de gran interés para nuestro

laboratorio determinar su funcién en este proceso.
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Figura 10. Representacion de la via candénica y no candnica de TGF-B. (Imagen modificada de
(https://www.researchgate.net/figure/Canonical-and-non-canonical-TGF-b-pathways-In-the-canonical-
pathway-the-three-TGF b)
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2.4 Antecedentes del miR-149-3p

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio usando células Huh-7 tratadas con
TGF-B1 mostraron que uno de los miRNAs que reduce su expresion ante dicho

estimulo es el miR-149-3p como se muestra en la Figura 11.
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Figura 11. Expresion relativa del miR-149-3p en células Huh-7 estimuladas con TGF-B1. Las
células Huh-7 fueron tratadas con TGF-1 (10ng) o no tratadas (NT) y después de 24 h se extrajo el
RNA total, el cual se utilizé para realizar un cDNA para después utilizar una sonda TagMan especifica
para el miR-149-3p y amplificarlo (Yocupicio-Monroy, M. et al, en preparacion).

El miR-149-3p ha sido estudiado previamente por diversos autores y se ha descrito su
funcién tanto como oncogén supresor de tumor, asimismo se ha descrito que se
encuentra significativamente desregulado en varios canceres como se muestra en la

Tabla 3.

Tabla 3. miR-149-3p y sus moléculas blanco en diversos tipos de cancer (Tabla modificada de
(Yunjie He et al., 2018).

Hsa-miR-149-3p Céancer Gen blanco
Alta expresion
Melanoma GSK3a
Leucemia linfoblastica aguda de células T Junf
Glioma
Higado
Baja expresion
Neuroblastoma AKT1, E2F1
Cancer gastrico wnt-1
Cancer pancreatico AKT1
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Fan y cols. en el 2015 demostraron que el miR-149-3p actia como un regulador
oncogeénico que promueve la proliferacion y reduce la apoptosis a través de la proteina
JunB, lo cual produce la disminucién de proteina p21, ciclina D1, 4EBP1, y p70s6k, los
gue contribuyen a la capacidad proliferativa de las células tal como se muestra en la
Figura 12 (Fan et al., 2015).
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Figura 12. Papel del miR-149-3p en proliferacién y apoptosis ( He et al., 2018).

Por otro lado, se ha descrito que el miR-149-3p tiene la capacidad de regular la
conversion de grasa parda a grasa blanca (viseralizacién) durante la exposicién a
temperaturas bajas (Ding et al., 2016). La grasa blanca es aquella que almacena
exceso de energia en forma de triglicéridos y permanece en distintos depdsitos
intraabdominales (viscerales) y en la capa subcutanea, la acumulacion de esta grasa
se encuentra asociada con enfermedad cardiovascular (Seale et al., 2011). Por otra
parte, la grasa parda o tejido adiposo marron, oxida la energia quimica produciendo

calor para asi proteger contra la hipotermia y la obesidad (Pischon et al., 2008).

34



Se ha visto que durante la rapida "visceralizacién" es decir cuando la grasa blanca se
va acumulando en depositos intraabdominales se promueve el aumento en la
expresion del miR-149-3p, la cual tiene como blanco al RNAm de la proteina PRDM16,
una molécula co-reguladora clave e indispensable para el "pardeamiento” de la grasa
blanca. Ademas, en preadipocitos cultivados, la sobreexpresion del miR-149-3p
promueve un cambio de tipo visceral a subcutaneo (comparativamente benigno)

durante la diferenciacion celular (Ding et al., 2016).
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Figura 13. Tejido adiposo blanco subcutaneo vincula el balance de energia a través de la
regulacion de Prdm16 mediada por miR-149-3p. Después de ayunar durante 24 h, el tejido adiposo
blanco subcutaneo asume muchas de las caracteristicas morfoldgicas y moleculares de la grasa visceral
para conservar la energia a través de la supresion de PRDM16 mediada por miR-149-3p. En contraste,
la exposicion al frio durante 24 h disminuyé el miR-149-3p y condujo a un aumento de los niveles de
proteina PRDM16 y la termogénesis adaptativa en el tejido adiposo blanco subcutaneo. (Imagen
modificada de H. Ding et al., 2016).
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Por otra parte, también se ha visto que el miR-149-3p tiene un impacto importante en
las células cancerosas ya que se ha demostrado que la baja expresion en el miR-149-
3p aumenta la sensibilidad de las células de melanoma a la apoptosis, las cuales
tienen altos niveles de p53. Ademas de hay una relacion de melanomas metastasicos
con altos niveles del miR-149-3p que se asocian con una disminucion de GSK-3a y

un aumento de Mcl-1 produciendo resistencia a la apoptosis (Jin et al., 2011).

En nuestro equipo de trabajo recientemente se caracterizd parcialmente el papel del
miR-149-3p en una linea celular de hepatocitos humanos (Huh7), sin embargo, es de
nuestro interés conocer el efecto de la modulacion del miR-149-3p en el higado “in
vivo” en un modelo murino, asi como en cultivos primarios de hepatocitos, lo cual nos

acercara un poco mas a los eventos que se llevan a cabo en la regeneracion hepatica.
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lll.  JUSTIFICACION

Las enfermedades cronicas del higado representan la cuarta causa de muerte en
hombres y la séptima en mujeres de entre 20 y 60 afios. Estos padecimientos tienen
diversas causas, pero en los ultimos afios se ha registrado un aumento de los casos
diagnosticados como higado graso no alcohdlico condicionado principalmente por
malos hébitos alimentarios, vida sedentaria y estrés entre otros factores. En este tipo
de padecimientos, los procesos de regeneracion hepatica son fundamentales para
restaurar en lo posible las funciones del 6rgano, por lo cual el estudio de este proceso

es de suma importancia en la busqueda de estrategias adecuadas de tratamiento.

Asi, es de gran importancia tener un mejor entendimiento de los mecanismos
moleculares que participan en la regeneracion hepatica teniendo como objetivo el
disefio de una terapia que ayude a mejorar la condicién de los pacientes. En este
sentido, los miRNAs podrian ser muy utiles para el desarrollo de tratamientos en las
enfermedades hepaticas debido a que la modulacion de su expresion ha podido
mejorar condiciones patoldgicas relacionadas con este érgano tanto in vitro como in

Vivo.

En nuestro estudio se tiene como objetivo el andlisis de las funciones de dos miRNAs
en la regeneracién hepética, con lo cual se busca mejorar la comprension de la
regulacion del proceso regenerativo a nivel postranscripcional “in vivo”y asi dilucidar
su futura aplicacibn como parte del tratamiento de los pacientes diagnosticados con

patologias hepéticas.
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IV. HIPOTESIS

Los miR-143-5p y miR-149-3p modulan la respuesta anti-proliferativa y pro-fibrética de

TGF-B1 durante la regeneracion hepética en un modelo murino.
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general.
e Determinar el efecto de los miR-143-5p y miR-149-3p en la expresion de TGF-
B1 en un modelo murino de regeneracion hepética.
5.2 Objetivos particulares.

e Evaluar los niveles de expresion de TGF-B1 a nivel RNA y proteina del modelo
murino de regeneracion hepatica.

e Inhibir los miR-143-5p y miR-149-3p en el modelo murino de regeneracion
hepatica y evaluar los niveles de expresion TGF-B1 y moléculas involucradas
en la regeneracion.
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VI. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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VIl. MATERIALES Y METODOS

7.1 Animales

Se utilizaron ratones BABL/c macho, con un peso inicial de 30 g (al menos 6 semanas
de edad) los cuales tuvieron acceso libre a agua y comida en un ciclo de 12h de
luz/oscuridad. Los animales fueron sometidos a cirugia para realizar hepatectomia
parcial retirando aproximadamente el 70% del higado para establecer el modelo de
murino de regeneracion hepatica (ratones Hp) y como control, en otro grupo de ratones
(sanos) se realizd un procedimiento similar, pero si retirar tejido hepatico, esto es que

recibieron cirugias falsas.

Los ratones sanos y Hp fueron divididos en grupos (5 ratones) y tratados de la
siguiente manera con inhibidores de miRNA (miRCURY EXIQON) a una concentracion

de 10 uM como se muestra en la Figura 15.

Después de cumplir el esquema de inoculacion, los ratones se dejaron en ayuno y se
sacrificaron con dosis letal de pentobarbital sodico siguiendo las regulaciones
federales para el cuidado y experimentacién animal (Ministerio de Agricultura,
SAGARPA, México), los higados fueron extirpados y una parte del tejido se traté con
PFA al 4% para la fijacién y luego se incluyeron en parafina para la obtencion de cortes
gue se analizaran por inmunohistoquimica (IHC). Otra parte del tejido se usé para la
extraccion de RNA total, la cual fue tratada con TRizol (Invitrogen), y finalmente
congelada a -80°C para su uso posterior.

7.2 Pacientes

Los pacientes con diagnoéstico de NAFLD fueron incluidos como parte de un estudio
clinico longitudinal que se desarrolla en el Centro Médico Nacional "20 de Noviembre"
ISSSTE, un hospital de referencia terciario en la Ciudad de México; siguiendo la
referencia de las unidades de salud que atienden a la poblacion general. Se incluyeron
en el estudio a pacientes hombres y mujeres candidatos a la cirugia bariatrica mayores
de 23 a 60 afios con evidencia previa de higado graso no alcohdlico (NAFLD). Se

excluyeron del estudio a los pacientes que tuvieran medicacion con efecto potencial
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en el higado, infecciones graves en el ultimo mes, con condiciones inestables
clinicamente, aquellos pacientes que hubieran recibido cirugias que modifiquen la
historia natural de NAFLD y aquellas que hicieron consumo de cualquier agente o
condicion hepatotoxica (alcohol, medicamentos, virus de hepatitis, colestasis). El
estudio cumplié con las pautas éticas de la Declaracion de Helsinki de 1964 y sus
modificaciones posteriores, y fue aprobado por los Comités Institucionales de
Investigacion, Etica y Bioseguridad locales (Protocolo ID No. 403.2013). Todos los

participantes dieron su consentimiento informado por escrito.

Las variables demograficas y clinicas de cada paciente fueron registradas con lo cual
se hizo un extracto que se incluye como Tabla en el Apéndice 12.2.

7.3 Ensayos de Inmunohistoquimica

La porcién de cada higado de los ratones que fueron embebidos en parafina se
seccionaron en intervalos de 3 um y se desparafinaron a 60°C en la incubadora por 20
min hasta observar las gotas de parafina, posteriormente se incubaron por inmersion
en xileno durante 5 min. Los cortes se trataron secuencialmente con 100, 96, 90, 80 y
70% de etanol durante 5 min. Posteriormente, las muestras se trataron en buffer de
TrislEDTA (0.1 /0.001M) pH 9.0 durante 45 min a 99°C para desenmascarar los

antigenos, posteriormente se dejaron enfriar a temperatura ambiente.

Para la inactivaciéon de la actividad de peroxidasa enddgena, los portaobjetos con los
cortes fueron sumergidos en 0.3% de H20:2 durante 20 min, posteriormente se
realizaron 3 lavados de 3 min con buffer PBS/TBS. Los cortes fueron tratados con
albumina de suero bovino al 10 % (BSA) durante 30 min para bloquear la union no
especifica de anticuerpos. Enseguida, se incubaron con anticuerpo policlonal anti-
TGF-B1 de conejo diluido 1:50 (Santa Cruz Biotechnology, sc-146), anti-Ki 67
monoclonal de raton diluido 1:100 (Santa Cruz Biotechnology sc-23900), anti-COL1A1
monoclonal de ratdon diluido 1:50 (Santa Cruz Biotechnology, sc-213182), anti- GSK-
3a monoclonal de ratén diluido 1:100 (Santa Cruz Biotechnology, sc 5264) y anti-HGF
a monoclonal de ratén diluido1:100 (Santa Cruz Biotechnology, sc-374422), todas las
diluciones se hicieron en TBS/BSA 1% y los anticuerpos se incubaron durante 1h a
temperatura ambiente y luego toda la noche a 4°C. Después de 5 lavados con TBS

42



durante 3 min, los portaobjetos fueron tratados con los anticuerpos secundarios
correspondientes a una dilucién 1:100. Los anticuerpos secundarios fueron IgG de
cabra anti-conejo o anti-ratbn conjugada con peroxidasa de rabano (Jackson
Immunoresearch). Después de 5 lavados de 3 min con TBS, los portaobjetos se
incubaron en una solucion de sustrato DAB-Peroxidasa (Roche Diagnostics), 0.015%
H202, 0.01M PBS, pH 7.2 durante 5 min. Los nucleos fueron contra tefiidos con la
solucién de hematoxilina de Mayer (Wako Pure Chemicals). Posteriormente, los tejidos
se lavaron con agua bidestilada y se trataron con etanol al 70, 80, 90, 96 y 100% y
finalmente, xileno al 100%. Los portaobjetos se sellaron con la resina Entellan New
(Merck). Las imagenes fueron tomadas con el objetivo 20X en el microscopio de
epiflorescencia, la expresion de cada anticuerpo fue cuantificada con el programa
Image J analizando diez campos aleatorios en cada una de las areas del tracto portal
del higado. Los resultados corresponden al nimero de células tefiidas positivamente

con respecto al numero total de células considerando 3 experimentos independientes.

7.4 Extraccion de RNA total

Los higados de raton congelados en 300ul de reactivo TRIzol (Invitrogen) se lisaron
en hielo con el disruptor de tejidos (QIAGEN) y posteriormente fueron centrifugados
durante 5 min a 10,000 rpm, se recuperd el sobrenadante, se les agregd 30 ul de
aditivo homogenizador y se incubaron por 10 min en hielo. En el caso de los
hepatocitos, estos se despegaron de la placay se lavaron con PBS, luego se incubaron
con Trizol (Invitrogen USA) por 5 min, se homogenizaron con la pipeta y se guardaron
a -80°C durante 1 h. En ambos casos, se les adicioné 300 ul de fenol-cloroformo,
mezclando con vortex y se centrifugé a 10,000 g por 15 min a TA, la fase acuosa se
recuperod y se le adicion6 1/3 de vol. de etanol al 100%, se mezclé nuevamente en
vortex. La mezcla anterior se pasoé por las columnas de afinidad (Zymo-Spin) y se
centrifugaron a 8,000 rpm durante 1 min. Posteriormente se realizaron los lavados
adicionando 700 pl de buffer de lavado (Tris 40 mM, EDTA 4mM, EtOH 75%)
centrifugando a 8,000 rpm durante 1 min, este paso se repite 2 veces. Finalmente, el
RNA se eluy6 adicionando 30 pl del buffer AVE (H20 libre de nucleasas) este se calento

previamente a 60°C se centrifugd a 10,000 rpm durante 2 min. La cuantificacién del
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RNA contenido en los extractos se determind por espectrofotometria, utilizando el

equipo NanoDrop 2000 (Thermo scientific) y se guardé a -80°C hasta su uso.

7.4.1 Extraccion de RNA a partir sueros de pacientes NAFLD.

Para la extraccion de RNA a partir de suero se siguio el protocolo recomendado por
QIAGEN para el kit QlAamp Viral RNA Mini Kit. A 140ul de suero se les adicion6 560
ul de buffer de lisis AVL a 5.6ul de carrier RNA-AVE previamente preparado, se
homogenizo6 con vortex y se incubo a TA durante 10 min. Posteriormente se le adicion6
560 ul de etanol al 100%, se mezcld en vortex durante 15s, se transfirié a una columna
de afinidad (QIAamp Mini) y se centrifugd a 8000 rpm durante 1 min, después de pasar
todo el volumen por la columna de afinidad se realizaron dos lavados agregando 500
pl de buffer AW1 y AW2 centrifugando a 8000 rpm durante 1 min.

La columna se centrifuga una tercera vez para desechar lo que haya quedado en ella
a 12,000 rpm durante 1 min. Finalmente, el RNA se eluyé adicionando 30 ul del buffer
AVE (H20 libre de nucleasas) previamente calentado a 60°C, se centrifugé a 10,000
rpm durante 2 min. La cuantificacion del RNA contenido en los extractos se determind
por espectrofotometria, utilizando el equipo NanoDrop 2000 (Thermo scientific) y se
guardé a -80°C hasta su uso.

7.5 Aislamiento de hepatocitos de raton

Los hepatocitos primarios de ratdn se aislaron mediante un protocolo modificado del

previamente reportado por Maricela Aparicio-Vergara et al 2010.

Brevemente, los ratones BABL/c macho se anestesiaron con pentobarbital sodico a
una dosis dependiente del peso de cada ratén. Después de anestesiarlos, se les
realiz0 una incision a traves de la piel en la linea media ventral y se identifico tanto la

vena cava inferior como la vena porta hepatica para comenzar la perfusion.

La perfusién se llevé cabo con HBSS-EGTA y Penicilina Estreptomicina al 1% (25 ml)
usando una bomba ajustada a una velocidad de 0.38 ml/ min, posteriormente, el
higado fue digerido con la solucion de HBSS-colagenasa durante 5-10 min a una
velocidad (1.7 ml/min). Después de completar el procedimiento de perfusion el higado

se transfirié a una placa de Petri y se disgreg6 el tejido usando una solucién de HBSS-
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CaCl2 frio cortando suavemente en trozos el higado, posteriormente se filtraron los
hepatocitos a través de un filtro con un poro de 100 um y se realizaron 3 lavados con
HSBB-CaCl2, éstas se centrifugaron durante 3 min a una velocidad de 50 ga 4°Cy la
pastilla conteniendo los hepatocitos se lavd con medio M199. Posteriormente, las
células se resuspendieron en 10 ml de medio M199 y se sembraron aproximadamente
1x108 células por pozo en una placa de 12 pozos con medio de adherencia durante 3-

4 h. Después las 4 h se cambi6 el medio de adherencia por el medio de mantenimiento.

La placa de 12 pozos utilizada para cultivar los hepatocitos primarios fue tratada con
gelatina al 0.2 % (Bio Rad), se incub6 por 1 h a 37°C, se retir6 el exceso de gelatina,
y se incubd adicionalmente en la campana de flujo laminar durante 2 h en presencia

de luz UV. La placa se guardo a 4°C para su uso ese mismo dia.

7.6 Transfeccion de mimetizadores e inhibidores del mmu-mir-149-3p
para cultivo primario de hepatocitos.

Los hepatocitos primarios de raton se sembraron en placa de 12 pozos, la transfeccién
se llevo a cabo con mimetizadores e inhibidores del miR-149-3p a una concentracion
de 10 nM, se realizd por el método de lipotransfeccion y se utilizé una mezcla del
reactivo Lipofectamina 2000 (Invitrogen) de acuerdo con el protocolo del fabricante. La
mezcla se incub6é por 10 min a TA para permitir la formacion de complejos de
transfeccion. Durante el tiempo de incubacion, los hepatocitos se lavaron con medio
M199. Posteriormente se adicionaron los complejos de transfeccion correspondientes
a cada pozo adicionando medio DEMEM suplementado con suero fetal bovino al 10%
y glutamina (200mM), incubandose a 37°C en una incubadora de CO2 al 5%. A las 24

h post transfeccion se retir6 el medio y se prosiguié a la extraccion de RNA total.

7.7 Cuantificacion del miR-143-5p y miR149-3p por RT-PCR en tiempo
real.

Después de la extraccion de los miRNAs en los tejidos de higado, se llevo a cabo la
cuantificacion de los miRNAs de interés por RT-PCR en Tiempo Real, la cuantificacion
de los miRNAs se realizé con el kit Taq Man Advanced miRNA Assays, siguiendo las
especificaciones del proveedor. El RNA se someti6é a una reaccion de adicion de cola

de Poly A usando 0.5 pl de buffer Poly A (10X) 0.5 pl de ATP, 0.3 ul de la enzima Poly
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(A), 2 ul de RNA y se acompletd un volumen de reaccion de 5 ul. La mezcla anterior
fue incubada en el termociclador por 45 min a 37°C, 10 min a 65°C y a 4°C.
Posteriormente se realizo la reaccion de ligadura del adaptador usando 3 ul del buffer
DNA ligasa (5X), 4.5 ul de 50% PEG 8000, 0.6 pl del adaptador de ligacion (25X), 1.5
pl de RNA ligasa y se completdé un volumen de reaccion de 15 pl con agua libre de
nucleasas. La mezcla anterior fue incubada en el termociclador a 16°C durante 60 min
y a 4°C.

Una vez hecha la reaccion anterior se sometio a una reaccion de transcripcion reversa
usando 6 pl de buffer RT (5X), 1.2 pl de dNTPs Mix (25mM), 1.5 pl de RT primer
Universal 20X, 3 pl de la enzima RT mix y se completd un volumen de reaccién de 30
pl con agua libre de nucleasas. La mezcla anterior fue incubada en el termociclador a
42°C durante 60 min, 85°C por 5 miny a 4°C.

La reaccion anterior se sometio a una pre-PCR para amplificar los miRNAs de interés,
de la siguiente manera 25 ul de Master Mix 2x miR-Amp, 2.5 pl del primer Mix 20X
miR-Amp, 5 pl de cDNA y se completé un volumen de 50 pl con agua libre de
nucleasas. La mezcla anterior fue incubada en el termociclador a 95°C durante 5 min,
95°C por 3 min, 60°C por 30 s (14 ciclos) 99°C, 10 miny a 4°C.

Posteriormente se realiz6 una PCR en tiempo real para amplificar los miRNAs de
interés con sondas TagMan especificas utilizando 5 ul de TagMan Fast Advanced
Master Mix 2X, 0.5 pl TagMan Advanced miRNA Assay 20X, 4 ul de la reaccion pre-
miR y 0.5 de agua libre de nucleasas. La reaccion anterior se amplificé en el equipo
de tiempo real Applied Biosystems 7300 Real Time PCR system con el siguiente
ciclaje: 95°C durante 20 s, 95°C por 3 s y a 60°C durante 30s (60 ciclos). La
cuantificacion de expresion relativa del miRNA se determiné mediante el analisis de
los resultados por el método 2-(AACt), utilizando el gen de GAPDH como gen

constitutivo de referencia.

7.8.1 RT- PCR en punto final (Cultivo primario de hepatocitos)

Para la determinacion de la abundancia de los diversos RNAm en los cultivos primarios
de hepatocitos de raton transfectados se llevé a cabo RT-PCR en punto final usando
un total de 700 ng de los extractos de RNA total que sometioron a una reaccion de
retrotranscripcion utilizando el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied
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biosystems) adicionando al extracto 1 pl de buffer RT 10X, 0.4 pl dNTP Mix (100mM),
1 pl 10X hexadmeros al azar, 0.5 pl de la enzima de RT (Higth Capacity) y agua libre de
nucleasas para completar 10 pl. La reaccion anterior fue incubada en el termociclador
GeneAmp PCR System 7300 (Applied Biosystems) por 10 min a 25°C, luego 120 min
a 37°Cy 5 min a 85°C.

Una vez obtenido el cDNA, se utilizé 1 pl de este para preparar la reaccion de PCR a
la cual se le adicionaron 5 pl de PCR Master Mix (Roche Diagnostics), 0.5 pl del
oligonucledtido sentido y antisentido (1uM), el volumen final de la reaccién se llevo a
10 pl con agua libre de nucleasas. La mezcla se incubé a 94°C por 3 min, 94°C por 3s,
Tm de los oligonucleétidos (ver Tabla 4) por 30s, 72°C por 30s durante 40 ciclos y
72°C por 7 min.

Los RNAm que se amplificaron fueron tgfbl, col1a1, gsk3a y gapdh como control de

carga, Tabla 4.

Tabla 4. Oligonucleétidos especificos para la amplificacion de RNAm relacionados con regeneracion

hepatica.

Gen Secuencia FW Secuencia RV ™m Amplicén

tgfbl | CCTCATGGCCACCCCC | TCAATGTACAGCTGCCGC 55° 104pb
CTG ACAC

Collal | ACATGCCGCGACCTCA | ATGTCTAGTCCGAATTCCT 55° 601pb
AGAT G

Gsk3a | TTCAAC TGGGTTGTAGGAAGTGGT 54°c 90pb
CATCTCTCAATG G

gapdh | ACAGTCAGCCGCATCT | CCAATACGACCAAATCCG 55°c 350pb
TC TTG

7.8.2 Cuantificacion de miR-149-3p por RT-PCR en tiempo real con
iniciadores horquilla (Cultivo primario de hepatocitos y suero de pacientes
con NAFLD).

Para evaluar los niveles del miR-149-3p en el suero de pacientes con higado graso no
alcohdlico, 298 ng de extracto de RNA total obtenidos de suero se utilizaron para la
reaccion de RT-horquilla; en el caso de la cuantificacion de los niveles del miR-149-3p
después de la transfeccion del cultivo primario de los hepatocitos de ratdon, se usaron
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300 ng del extracto de RNA total. EI RNA se mezclé con 0.7 pl del iniciador horquilla
miR-149-3p (50 uM) [5'TGC AAG CGA AAG GAA AGG'TGC AAG CGA AAG GAA
AGG 3’1 y se ajustd con agua libre de nucleasas con un volumen final de 7.5 pl, la
reaccion se incubo en el termociclador GeneAmp PCR System 7300 (Applied
Biosystems) a 72°C por 20 min, enseguida la reaccion se puso en hielo para generar
un choque térmico durante 5 min. A la reaccion anterior se le adiciono 1ul de Buffer
RT 10X, 1pl de dNTPs (10 mM), y 0.5 pl de enzima de RT (High Capacity, Applied
Biosystems) y se incub6 en el termociclador a 25 °C durante 5 min, a 42 °C 90 min,
72°C durante 15 miny a 4°C.

Posteriormente se llevé a cabo la PCR en punto final utilizando 5ul de SYBR Maxima
Green/ROX 2X (Thermo Fisher), 0.2 pl del iniciador Universal Horquilla (10 pM)
[5°GTG CAG GGT CCG AGG T 37, 0.2 ul del iniciador Fw horquilla miR-149-3p (10uM)
[5TGC AAG CGA AAG GAA AGG 37, 1.5 pl de cDNA y se ajust6 la reaccion a 10 yl
con agua libre de nucleasas. La reaccion anterior se amplifico en el equipo de tiempo
real Applied Biosystems 7300 Real Time PCR system con el siguiente ciclaje: 50 °C
por 2 min, 95°C por 10 min, 95°C durante 15 s, 65°C por 30s y 72°C durante 30s por
50 ciclos.

La cuantificacién de expresién relativa del miRNA se determind mediante el andlisis

de los resultados por el método 2(-AACt), utilizando al RNA 18s como normalizador.

7.9 Analisis estadistico.

El analisis estadistico fue realizado usando el Software GraphPad Prism 8.0. Todos
los datos se expresan como la desviacion estandar media y se compararon mediante
la prueba de ANOVA. Las diferencias se consideraron con un valor de significancia de
p<0.05.

48



VIll. RESULTADOS

El higado adulto tiene una capacidad extraordinaria para regenerarse después de una
lesion a pesar de la acumulacion de factores formadores de cicatrices que
normalmente bloquean la proliferacion y reducen la supervivencia de las células
hepaticas residuales (Oh et al., 2018). La capacidad de los hepatocitos para entrar en
el ciclo celular y regenerar el higado después de la pérdida de tejido proporciona un
modelo “in vivo” para estudiar la regulacion de la proliferacion y la regeneracién de
organos, en este sentido, se ha visto que uno de los mecanismos que la célula usa
para llevar a cabo la regulacién de procesos como la progresion del ciclo celular
involucra a los miRNAs, los cuales son muy importantes en la regulacion de la
expresion genética de un gran nimero de mRNAs celulares (Ha & Kim, 2014). En el
caso de los hepatocitos, se ha demostrado que dichas moléculas podrian llevar a cabo
funciones importantes en la regeneracion hepatica por la capacidad que poseen
regular la expresion de los diferentes factores que intervienen en la sobrevivencia y
proliferacion celular, inflamacién, expresion de factores de crecimiento y moléculas de

matriz extracelular (Mezaki et al., 2012).

Como se expuso anteriormente, el propdsito de este trabajo fue el analisis del efecto
de dos miRNAs en la expresiéon de moléculas involucradas en la regeneracion

hepatica, especificamente relacionadas con el TGF-f31.

Estudios previamente realizados en el laboratorio nos llevaron a postular al miR-143-
5p y miR-149-3p como mediadores potenciales de la actividad de TGF-$1 en células
hepaticas, ya que como se menciond anteriormente, ambos miRNAs tienen como

blancos putativos a diversas moléculas que participan en la via del TGF-.

Por otra parte, una de las metas del presente proyecto consistié en investigar el posible
papel de dichos miRNAs “in vivo” por lo que los experimentos se realizaron en modelos
de ratén, con lo que también se excluye el efecto tumoral que tienen las lineas

celulares de hepatoma normalmente usadas para estos estudios.
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Con la finalidad de establecer el efecto de la modulacién de los miRNAs en el higado
“in vivo”, primeramente se establecié un modelo de regeneracion hepatica en ratones,
de esta manera se estandarizaron los procedimientos para contar con un modelo
donde el TGF-B1 se encuentra altamente expresado y orquesta la modulacion en la
regeneracion tisular (Mezaki et al., 2012). Asi, se realiz6 hepatectomia parcial a un
grupo 15 ratones BALB/c macho retirandoles el 70% del higado, estos se denominaran
en adelante ratones Hp. Asi mismo, se trat6 a otro grupo de 15 ratones practicandoles
una cirugia falsa, a los cuales se le denomind ratones sanos. A las 24 h post
hepatectomia o cirugia falsa, se inici6 el tratamiento con la inoculacion intraperitoneal
de los inhibidores de los miRNAs 143-5p, 149-3p y el inhibidor control (secuencia
nucleotidica sin RNAm blanco en el raton) Figura 14.

A) B)

Figura 14. Iméagenes del modelo murino con hepatectomia parcial. Los ratones BABL/c machos se
dividieron en dos grupos, ratones sanos con cirugia falsa y ratones con hepatectomia parcial, ambos
grupos fueron tratados por via intraperitoneal 24 h después de la cirugia usando 10uM de los inhibidores
de miRNAs (miR-control, miR-143-5p y miR-149-3p). En la imagen se muestra el higado que con
hepatectomia parcial antes de la inoculacion (A) y al final del tratamiento, en donde se aprecia que el
higado recuperé su tamafio (al menos el 90%) (B).
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Los ratones se trataron con los inhibidores de miRNA empezando a las 24 h post
cirugia y después cada 48 h hasta completar 288 h, cuando el higado habia
recuperado su tamafio (al menos el 90%). En la Figura 15, se muestra el esquema del

tratamiento que se aplic6 en ambos grupos de ratones.

1
Toma de
4 b muestra.
Q y Trizol,y PFA.
N K e Y

EES >

= < Cirugia falsa

Ratones BALB-c machos 72h 120h 168h 216h 264h 288h

P~

Inoculacién con Inhibidor ctrl, inhibidor miRNA 143-5p e inhibidor miRNA 149-3p

HP 70%

Figura 15. Esquema del tratamiento en el modelo murino. Los ratones BALB/c machos se dividieron
en dos grupos. GRUPO A. Ratones sanos los cuales recibieron cirugia falsa y GRUPO B. Ratones con
70% de hepatectomia parcial. A las 24 h post hepatectomia o cirugia falsa, se inicié con el tratamiento
con la inoculacion intraperitoneal de los inhibidores de los miRNAs 143-5p, 149-3p y el inhibidor control
(secuencia nucleotidica sin blanco en el raton)
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8.1 Inhibicién de miRNAs 143-5p y 149-3p en higado de ratones sanos y
ratones Hp.

Para demostrar que el tratamiento de inhibicion de los miRNAs habia sido exitoso, se
determiné el nivel de expresion de éstos RNAs en ratones sanos y Hp. El nivel de
expresion de dichos miRNAs se determind mediante RT-PCR en tiempo real utilizando
sondas Tagman. Los resultados muestran que el nivel de expresion del miR-143-5p
en ratones sanos disminuyd un 85.84% y en el caso de los ratones Hp la disminucion
fue del 98.79%, siendo ambos estadisticamente significativos en comparacion con los
higados que fueron inoculados con el inhibidor control o con el inhibidor de miR-149-
3p, confirmando asi que el tratamiento con los inhibidores del miR-143-5p disminuyo

los niveles de éste (Figura 16 ).

157 <0.0001 Pot6
: 29— s
5 p=<0.0001 z 1:8. L
a o ™ ! [ |
o 1.0' —_ 9_ 0.05'
. 3
i 7
: :
=
e s
$ 0.5 g
: :
. £
g g
& g
0.0- p L
a3
tﬁb& r\k:b, ,\ﬁy ep"{ '\ﬁ :\'b.
& & & & & &
oox\o (P*\{‘ (dt\‘p ' Q\Q!\Q Q.QX\o
&
o &P

Figura 16. Inhibicion del miR-143-5p en ratones sanos y en ratones Hp. Los higados de los ratones
BALB/c sanos (A) y ratones Hp (B) tratados con inhibidores del miR- 143-5p, miR-149-3p o el inhibidor
control fueron utilizados parcialmente para obtener extractos de RNA total y posteriormente realizar RT-
PCR en tiempo real. El nivel de expresion relativa se calculé utilizando el método 2 (-AACt) usando a
GAPDH como normalizador. Los resultados de al menos 3 experimentos independientes (higado de 3
ratones de cada tratamiento) se analizaron con el programa GraphPad Prism 8 usando la prueba de
ANOVA en la que se considerd p<0.05 para la significancia estadistica (*)
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Asimismo, se determind el nivel de expresion del miR-149-3p en ratones sanos y Hp
donde los resultados muestran que el nivel de expresion del miR-149-3p en higados
sanos se inhibié un 98.58% y en el caso de los higados de ratones Hp la disminucion
fue del 99.79 %, en ambos la diferencia resulto estadisticamente significativa (Figura

17). Cabe destacar que el miR-149-3p tiene una baja expresion en higado y es

probable que eso haya influido en el nivel de inhibicidon que fue casi del 100%.
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Figura 17. Inhibicién del miR-149-3p en ratones sanos y en ratones Hp. Los higados de los ratones
BALB/c sanos (A) y ratones Hp (B) tratados con inhibidores del miR-143-5p, miR-149-3p o el inhibidor
control fueron utilizados parcialmente para obtener extractos de RNA total y posteriormente realizar RT-
PCR en tiempo real. El nivel de expresion relativa se calcul6 utilizando el método 2 (-AACt) usando el
RNAmM de GAPDH como normalizador. Los resultados de al menos 3 experimentos independientes
(higado de 3 ratones de cada tratamiento) se analizaron con el programa GraphPad Prism 8 usando la
prueba de ANOVA en la que se consider6 p<0.05 para la significancia estadistica (*).
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8.2 Evaluacion de la expresion de TGF-B1 en higado de ratones sanos y
ratones Hp.

Después de haber establecido el modelo murino en el cual se inhibi6é exitosamente la
expresion de los dos miRNAs de interés, la siguiente etapa consistio en determinar el
nivel de expresion del TGF-B1, ya que como se ha expuesto anteriormente, ambos
MiRNAs modulan su expresion tras el tratamiento con TGF-B1 y tienen blancos
putativos en la via de TGF-B. Esta citocina lleva a cabo diferentes funciones en la
célula como son: el control del crecimiento celular, proliferacion celular, procesos de
diferenciacion y apoptosis, ademas de ser uno de los factores que se expresa
fuertemente después de la hepatectomia parcial como un regulador negativo de la
proliferacion y positivo de la fibrosis (Caja et al., 2018). Por lo tanto, es importante
determinar de qué manera la inhibicion de los miR-143-5p y miR-149-3p podria
modificar la expresion de TGF-B1 y probablemente el proceso de regeneracion

hepatica.

Asi, al finalizar el tratamiento de los ratones con los inhibidores de los miRNAs, se
sacrificaron los animales y los higados fueron utilizados en parte para llevar a cabo
ensayos inmunohistoquimicos con la finalidad de evaluar la localizaciéon y abundancia
del TGF-B1.

Como se puede observar en la (Figura 18 A), los higados provenientes de ratones
sanos fueron negativos a la tincion cuando se usé el anticuerpo contra TGF-B1 en
todos los casos . Este resultado es el esperado, debido a que en los higados sanos no

debe haber expresion de dicha molécula.

Por otro lado, en los higados provenientes de ratones Hp inoculados con el inhibidor
control, se puede observar un alto nivel de expresion del TGF-B1, especialmente en
las areas del higado correspondientes a los cordones sinosoidales (Figura 18 B). En
el tejido hepatico de los ratones inoculados con el inhibidor del miR-143-5p y miR-149-
3p se aprecia una reduccion de la expresion de TGF-B1 siendo mas pronunciada en

los que fueron inoculados con el inhibidor de miR-149-3p (Figura 18 C).
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Las imagenes obtenidas en las inmunohistoquimicas se sometieron a un andlisis
cuantitativo y los resultados de al menos 3 experimentos independientes se analizaron
mediante la prueba de ANOVA para determinar si las diferencias en la expresion del
TGF-B1 podrian considerarse estadisticamente significativas. Los resultados muestran
gue los hepatocitos positivos para TGF-B1 disminuyeron un 14% en el caso del
tratamiento el miR-143-5p en comparacién con el inhibidor control; en el caso de la
inhibicién del miR-149-3p los hepatocitos positivos para TGF-B1 disminuyeron un
69.01% en comparacion con el tratamiento con el inhibidor control (Figura 18 C).
Ademas, se determiné que también existe una diferencia estadisticamente significativa
de 56.18% entre los hepatocitos positivos para TGF-B1 tratados con el inhibidor del
miR-143-5p con respecto al miR-149-3p. En el grupo de los ratones sanos sin
hepatectomia no se detectaron hepatocitos positivos para TGF-B1 en ninguno de los
casos. Lo anterior sugiere que la via de TGF-B1 se ve afectada cuando hay inhibicion
de ambos miRNAs, de tal manera que las moléculas blanco de los miRNAs que
aumentan su expresion tras el tratamiento, contribuyen en conjunto a la inhibicién en
la expresion de este factor de crecimiento, lo cual podria influir en la regulacién
negativa que esta citocina ejerce en la proliferacion de las células hepaticas y también

en la capacidad pro-fibrética de esta molécula.
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Figura 18. Analisis inmunohistoquimico de la expresién de TGF- B1 en higado de ratones sanos
y ratones Hp inoculados con los inhibidores de miRNAs. Los higados de ratones sanos (A) y de
ratones Hp (B) fueron embebidos en parafina y tratados para llevar a cabo ensayos de
inmunohistoquimica usando un anticuerpo de conejo anti-TGF-B1 y posteriormente con un anticuerpo
anti-conejo acoplado a peroxidasa de rabano. Las muestras fueron reveladas con DAB y los nacleos
fueron contra tefiidos con hematoxilina de Mayer. Las imagenes fueron tomadas con el objetivo 20X en
el microscopio de epiflorescencia. BD, conducto biliar; VP, vena porta; CV, vena central. La expresion
de TGF-B1 fue cuantificada con el programa Image J, examinando 3 experimentos independientes y su
posterior analisis con el programa GraphPad Prism 8 usando la prueba de ANOVA en la que se
consideré un valor de significancia de p<0.05, ND, no determinado (C).
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8.3 Evaluacion de la expresion del marcador de progresion del ciclo
celular, Ki 67, en higado de ratones sanos y ratones Hp

El siguiente ensayo tiene como propdésito la evaluacion del nivel de expresion de un
marcador de proliferacion o de progresién del ciclo celular para determinar si la
disminucién en la expresion del TGF-B1 podria correlacionar con cambios en la

proliferacion celular en el modelo murino de regeneracion hepatica.

La proteina Ki 67 se expresa en el nucleo cuando las células se estan dividiendo, ya
gue su funcidn es facilitar la condensacion de los cromosomas en la interfase del ciclo
celular, por lo tanto, se utiliz6 como un marcador de la progresién del ciclo celular de
tal manera que el aumento en su expresion podria indicar un mayor nivel de
regeneracion hepética. Por todo lo anterior, se utilizd6 un anticuerpo anti- Ki 67 para
determinar mediante inmunohistoquimica el nivel de expresién de dicha molécula. En
el caso de los higados sanos no se detectd la expresion de Ki 67, probablemente,
debido a que los hepatocitos se encuentran quiescentes es decir en la fase GO del
ciclo celular (Figura 19 A).

Sin embargo, en los higados de los ratones Hp se logra apreciar la expresion de Ki 67,
especialmente en los que fueron inoculados con el inhibidor control, lo cual era de
esperarse debido a que después de la hepatectomia parcial, las células hepaticas se
promueve la progresion del ciclo celular pasando de la fase GO a G1 0 S. Como se
puede ver en la Figura 19 B, las células positivas se observan alrededor de la regién
central. En el tejido de higado de los ratones inoculados con los inhibidores del miR-
143-5p y del miR-149-3p se observo una reducciéon de la expresion de Ki 67, siendo

mas notoria en los que fueron inoculados con el inhibidor de miR-149-3p.

Lo anterior, sugiere que la inhibicion de ambos miRNAs disminuya su nivel de
proliferacion y probablemente esto afecta el nivel de regeneracién inducido por la
hepatectomia parcial, lo cual se observa claramente cuando se compara la expresiéon
de Ki 67 de los ratones tratados con el inhibidor control y los tratados con los
inhibidores de los miRNAs de interés. Las imagenes obtenidas en los ensayos
inmunohistoquimicos se sometieron a un analisis semi-cuantitativo usando el software

Image J y el programa GraphPad Prism 8 usando la prueba de ANOVA vy los
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resultados muestran que los hepatocitos positivos para Ki 67 de los ratones Hp
tratados con el inhibidor del miR-143-5p disminuyeron un 21.16 % en comparacién con
los tratados con el inhibidor; por otro lado, en el caso de la inhibicién del miR-149-3p
las células positivas para Ki 67 disminuyeron un 54.01% en comparacion con las

tratadas con el inhibidor control (Figura 19 C)

La diferencia entre las células positivas para Ki 67 entre el tratamiento con el inhibidor
del miR-143-5p y el miR-149-3p es del 33.84 %, siendo aun menor en el Gltimo (Figura
19 C).
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Figura 19. Analisis inmunohistoquimico de la expresién de Ki 67 en higado de ratones sanos y
ratones Hp inoculados con los inhibidores de miRNAs. Los higados de ratones sanos (A) y de
ratones Hp (B) fueron embebidos en parafina y tratados para llevar a cabo ensayos de
inmunohistoquimica usando un anticuerpo de ratén anti-Ki 67 y posteriormente con un anticuerpo anti-
ratén acoplado a peroxidasa de rabano. Las muestras fueron reveladas con DAB y los nucleos fueron
contra tefiidos con hematoxilina de Mayer. Las imagenes fueron tomadas con el objetivo 20X en el
microscopio de epiflorescencia. BD, conducto biliar; VP, vena porta; CV, vena central. La expresién de
Ki 67 fue cuantificada con el programa Image J , examinando 3 experimentos independientes y su
posterior andlisis con el programa GraphPad Prism 8 usando la prueba de ANOVA en la que se
consideré un valor de significancia de p<0.05; ND, no determinado (C).
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8.4 Evaluacion de la expresion del factor de crecimiento de hepatocitos en
higado de ratones sanos y ratones Hp.

Una de las moléculas que se expresa fuertemente y lleva a cabo un papel muy
importante en el proceso de regeneracion hepatica, es el factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF), el cual posee actividad mitogénica sobre las células hepaticas,
ademas de mejorar la supervivencia celular ambas actividades indispensables en la
regeneracion tisular (Cienfuegos et al.,, 2014). Asi, se realizaron ensayos de
inmunohistoquimica para la deteccion de dicho factor usando un anticuerpo especifico
para una de las dos subunidades que los componen (HGF a). Como se puede observar
en la Figura 20 A, en el caso de los higados de ratones sanos tratados con cualquiera
de los inhibidores de no se detectd al HGF q, lo cual era esperado debido a que en

dichos ratones (sanos) las células hepaticas debian encontrarse en estado quiescente.

Por otro lado, en los ratones Hp fue posible la deteccién de HGF a, especialmente en
los higados de los ratones que fueron tratados con el inhibidor control, en los que
células positivas se observan alrededor de la vena central. En el tejido de higado de
los ratones Hp tratados con el inhibidor de miR-143-5p y miR-149-3p se observo una
reduccion de la expresion de HGF a cuando se compara con el nivel de expresion de
esta proteina en higado de los ratones Hp tratados con el inhibidor control, siendo aln
pronunciada la disminucion en los que fueron tratados con el inhibidor de miR-149-3p
(Figura 20 B).

Las imagenes obtenidas en los ensayos de inmunohistoquimica se sometieron a un
analisis semi-cuantitativo usando el software Image J y los resultados se analizaron
con el programa GraphPad Prism 8 usando la prueba de ANOVA (Figura 20 C). Los
resultados muestran que los hepatocitos tratados con el inhibidor del miR-143-5p y
positivos para HGF a disminuyeron un 12.55 % en comparacién con los tratados con
el inhibidor control. En el caso de los ratones Hp tratados con el inhibidor del miR-149-
3p, los hepatocitos positivos para HGF a disminuyeron un 52.60 % en comparacion
con los tratados con inhibidor control. Ademas, la diferencia entre los hepatocitos
positivos para HGF a entre los ratones tratados con el inhibidor del miR-143-5p y el
mMiR-149-3p es del 53.45%
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La deteccion tanto de la molécula marcadora de progresion del ciclo celular como del
factor de crecimiento hepatico nos confirma el proceso de regeneracion hepatica en
los ratones Hp, siendo los inhibidores de los miRNAs de interés potenciales
moduladores negativos del proceso regenerativo, especialmente el inhibidor del miR-
149-3p.
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Figura 20. Analisis inmunohistoquimico de la expresién de HGF a en higado de ratones sanos y
ratones Hp inoculados con los inhibidores de miRNAs. Los higados de ratones sanos (A) y de
ratones Hp (B) fueron embebidos en parafina y tratados para llevar a cabo ensayos de
inmunohistoquimica usando un anticuerpo de raton anti-HGF a y posteriormente con un anticuerpo anti-
raton acoplado a peroxidasa de rabano. Las muestras fueron reveladas con DAB y los ndcleos fueron
contra teflidos con hematoxilina de Mayer. Las imagenes fueron tomadas con el objetivo 20X en el
microscopio de epiflorescencia. BD, conducto biliar; VP, vena porta; CV, vena central. La expresion de
HGFa fue cuantificada con el programa Image J, examinado 3 experimentos independientes y su
posterior analisis con el programa GraphPad Prism 8 usando la prueba de ANOVA en la que se
consideré un valor de significancia p< 0.05; ND, no determinado (C).
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8.5 Evaluacion de la expresion de colageno tipo 1 en higado de ratones
sanos y ratones Hp

El colageno no fibrilar es una de las principales moléculas que se deposita en la matriz
extracelular, constituyendo un sostén para los hepatocitos, que contribuye en el
mantenimiento de la arquitectura hepatica, sin embargo, si la agresion se mantiene,
se disminuye la capacidad de regeneracion de los hepatocitos y este es sustituido por
proteinas como COL1A1 y fibronectina que se depositan de forma desorganizada en
la matriz extracelular dando como resultado el higado fibrético (Puche et al., 2013). La
expresion de COL1Al1 estd regulada por mecanismos transcripcionales y
postranscripcionales, y el mas potente estimulo para aumentar la produccién de
COL1A1 conocido es TGF-B1 (Senties et al., 2005).

Por todo lo anterior, nos resulto interesante determinar la expresion de este tipo de
colageno en los ratones tratados con los inhibidores de miRNAs debido a los efectos
que estas moléculas ejercieron en la expresion del TGF 1 y que podrian estar
afectando el nivel de fibrosis que se presenta en el higado en esta condicién. Para
determinar el nivel de expresion de COL1Al en los higados de los ratones tratados
con los inhibidores de miRNAs se procedi6 a realizar la localizacion
inmunohistoquimica de esta proteina. En el caso de los higados de ratones sanos no
se detectd6 COL1A1 en ninguno de los casos (Figura 21 A)

En los higados de ratones Hp tratados con el inhibidor de miRNA control y el miR-143-
5p, el COL1A1 detectado se concentra alrededor de las venas centrales, se extiende
a los lados de los hepatocitos siendo menos notoria en estos Ultimos (Figura 21 B).
Por otro lado, en el caso de los ratones Hp tratados con el inhibidor del miR-149-3p la
expresion de COL1A1l se encuentra drasticamente disminuida a comparacién de lo
observado con los tratamientos con el inhibidor control y el del miR-143-5p (Figura 21
B).

Asi como en los casos anteriores, las imagenes obtenidas en los ensayos
inmunohistoquimicos se sometieron a un analisis semi-cuantitativo usando el software
Image J y se analizaron con el programa GraphPad Prism 8 usando la prueba de

ANOVA. Los resultados muestran que las células positivas para COL1Al
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disminuyeron un 25.75 % en los ratones Hp tratados con el inhibidor del miR-143-5p
en comparacién con los tratados con el inhibidor control; en el caso de los ratones Hp
tratados con el inhibidor del miR-149-3p las células positivas a COL1A1l
disminuyeron su expresion un 70% en comparacion con los ratones tratados con el
inhibidor control. Asimismo, la diferencia entre las células positivas para COL1Al entre
los tratamientos con el inhibidor del miR-143-5p y del miR-149-3p fue de 49.25 %
(Figura 21 C).
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Figura 21. Analisis inmunohistoquimico de la expresion de COL1A1 en higado de ratones sanos
y ratones Hp inoculados con los inhibidores de miRNAs. Los higados de ratones sanos (A) y de
ratones Hp (B) fueron embebidos en parafina y tratados para llevar a cabo ensayos de
inmunohistoquimica usando un anticuerpo de raton anti- COL1A1 y posteriormente con un anticuerpo
anti-raton acoplado a peroxidasa de rabano. Las muestras fueron reveladas con DAB y los nucleos
fueron contra tefiidos con hematoxilina de Mayer. Las imagenes fueron tomadas con el objetivo 20X en
el microscopio de epiflorescencia. BD, conducto biliar; VP, vena porta; CV, vena central. La expresién
de COL1A1 fue cuantificada con el programa Image J, examinando 3 experimentos independientes y
su posterior analisis con el programa GraphPad Prism 8 usando la prueba de ANOVA en la que se
consideré un valor de significancia de p<0.0 5; ND, no determinado (C).
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8.6 Evaluacion de la expresion de GSK-3a en higado de ratones sanos y
ratones Hp.

Como se mencion6 en el apartado de antecedentes, uno de los blancos probados del
miR-149-3p en células de melanoma es la proteina GSK-3a, en donde los
mimetizadores de dicho miRNA promueven resistencia a la apoptosis. Por lo tanto,
resultd interesante determinar el nivel de expresion de dicha proteina en los higados
de ratones tratados con el inhibidor del miR-149-3p, en donde se esperaba un aumento
en la expresion de GSK-3a. De la misma manera que para las otras moléculas, se
llevé a cabo un ensayo de inmunohistoquimica para determinar la expresion de GSK-
3a como se puede observar en la Figura 22 A, en el caso de los ratones sanos
podemos observar que se detecté dicha molécula, especialmente alrededor de la vena
central, siendo en los higados de los ratones que recibieron el tratamiento con el miR-

149-3p, en donde la expresion de GSK-3a fue mayor.

Por otro lado, en el higado de los ratones Hp tratados con el inhibidor control y del
miR-143-5p, la proteina GSK-3a se concentra en los espacios porta y alrededor de las
venas centrales y se extiende a los lados de los hepatocitos siendo menos notoria en
los y al igual que en los ratones sanos, en el caso de los ratones Hp el tratamiento con
el inhibidor del miR-149-3p, se puede observar una mayor cantidad de células positivas
para la proteina GSK-3a (Figura 22 B).

Las imagenes obtenidas en los ensayos inmunohistoquimicos se sometieron a un
andlisis semi-cuantitativo usando el software Image J y se analizaron con el programa
GraphPad Prism 8 usando la prueba de ANOVA. Los resultados muestran que las
células positivas para GSK-3a en el grupo de los ratones sanos aumentaron mas de 3
veces en los que fueron tratados con el miR-143-5p y el miR-149-3p en comparacion

con el inhibidor control (Figura 22 C).

En el grupo de los ratones Hp, las células positivas para GSK-3a se vieron aumentadas
Unicamente 48.51 % en los ratones que fueron tratados con el miR-143-5p con
respecto a los tratados con el inhibidor control, sin ser estadisticamente significativo.
Sin embargo, en el caso de las células positivas para GSK-3a en los ratones tratados

con el miR-149-3p con respecto al tratamiento con el inhibidor control fue un aumento
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estadisticamente significativo de 86.46 %. La diferencia entre las células positivas para
GSK-3a entre los ratones Hp que fueron tratados con el inhibidor del miR-143-5p y del
miR-149-3p fue del 42.68% (Figura 22 C)
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Figura 22. Andlisis in inmunohistoquimico de la expresion de GSK-3a en higado de ratones
sanos y ratones Hp inoculados con los inhibidores de miRNAs. Los higados de ratones sanos (A)
y de ratones Hp (B) fueron embebidos en parafina y tratados para llevar a cabo ensayos de
inmunohistoquimica usando un anticuerpo de raton anti- GSK-3a y posteriormente con un anticuerpo
anti-raton acoplado a peroxidasa de rdbano. Las muestras fueron reveladas con DAB vy los nucleos
fueron contra tefiidos con hematoxilina de Mayer. Las imagenes fueron tomadas con el objetivo 20X en
el microscopio de epiflorescencia. BD, conducto biliar; VP, vena porta; CV, vena central. La expresién
de GSK-3a fue cuantificada con el programa Image J, examinando 3 experimentos independientes y su
posterior analisis con el programa GraphPad Prism 8 usando la prueba de ANOVA en la que se
consideré un valor de significancia de p<0.05; ND, no determinado (C).
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8.7 Observacion de estructuras propias de la regeneracion hepatica en
ratones Hp

El proceso de regeneracion hepética promueve la formacion de estructuras como la
redistribucién de las sinusoides hepaticas, los cuales son capilares que se disponen
entre las laminas de hepatocitos y confluyen desde los lobulillos, las ramas de la arteria
hepatica y de la vena porta. Como aporte adicional a los objetivos se buscé la
formacion de dichas estructuras propias de la regeneracion hepatica en los cortes de

tejido de los ratones tratados.

Como se puede observar en los higados de los ratones Hp tratados con el inhibidor
control es muy clara la exacerbacién de las estructuras sinusoidales, que se pueden

observar como estrias en el tejido (Figura 23).

Hp+ Inh Ctrl Hp+Inh miRNA 143-5p Hp+lnh miRNA 149-3p

TGF-681

COLIAL

Figura 23. Analisis de la redistribucién sinusoidal en higado de ratones Hp tratados
con inhibidores de miRNA. Los higados de ratones Hp fueron embebidos en parafina y tratados para
llevar a cabo ensayos de inmunohistoquimica para la deteccién de TGF-B1, Ki 67 COL1A1. Las
imagenes fueron tomadas con el objetivo 20X en el microscopio de epifluorescencia. Las imagenes y
los resultados son representativas de tres experimentos independientes.
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Sin embargo, en el caso de los ratones Hp tratados con los inhibidores del miR-143-
5p y del miR-149-3p, los cortes del tejido hepatico observado mostraron una limitacion
importante de dichas estructuras, especialmente en las inoculadas con el inhibidor del
miR-149-3p (Figura 23). Lo anterior corrobora lo observado a nivel molecular, haciendo
patente la probable inhibicibn de la expresion de moléculas y estructuras
caracteristicas propias de la regeneracion hepatica, lo cual podria sugerir que los
inhibidores de los miRNAs de interés tienen la capacidad de inhibir dicho proceso y de
manera especial el inhibidor del miR-149-3p.

8.8 Analisis de la expresion de moléculas implicadas en la regeneracion
hepatica en cultivos primarios de hepatocitos de ratén tratados con

inhibidores y mimetizadores del miR-149-3p.

Los resultados obtenidos en el modelo murino sugerian que el miR-149-3p tiene un
papel en la modulacién del proceso de regeneracion hepatica, asi, para corroborar los
datos obtenidos se realizaron los experimentos de inhibicion y mimetismo de dicho
MiRNA en cultivos primarios de hepatocitos de raton. Los higados de ratones BALB/c
machos se usaron para obtener los hepatocitos, los cuales después de 24 h de

incubacion se adhirieron a la placa de cultivo formando la monocapa (Figura 24).

A)

Figura 24. Cultivo primario de hepatocitos de raton. Los cultivos primarios de hepatocitos de raton
fueron obtenidos a partir del higado de ratones BALB/c machos y 1x10: células se sembraron en placas
de 12 pozos en medio de mantenimiento M199 (A) y a las 24 h de incubacién se observé la monocapa
formada (B). Im&genes representativas de tres experimentos independientes en microscopio invertido en
el objetivo 20X.

70



Después de haber establecido las condiciones de cultivo de los hepatocitos de raton
se procedio a realizar el tratamiento de dichas células con los inhibidores y
mimetizadores del miR-149-3p. A las 24 h postransfeccion se determiné el nivel de
expresion del miR-149-3p mediante RT-PCR en tiempo real usando extractos de RNA
total y como se puede observar en la Figura 25, la transfeccion de los inhibidores del
miR-149-3p disminuyo la expresion de dicha molécula en 78.54 % cuando se compara
con el inhibidor control. Por el contrario, la sobre expresion del miRNA, en las células
tratadas con el mimetizador de éste, aumenta en 83.43 % con respecto al tratamiento
con el mimetizador control. El analisis de expresion del miRNA se llevo a cabo usando
el método de 2(-AACt) y la expresion del RNA de U6 como control de normalizacion.
Asi, los resultados nos indican que los experimentos de inhibiciébn y mimetismo

efectivamente disminuyen y aumentan el miR-149-3p respectivamente.
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Figura 25. Expresion relativa del miR-149-3p en cultivos primarios de hepatocitos de raton
transfectados con inhibidores e inhibidores del miRNA. Los cultivos primarios de hepatocitos fueron
transfectados con 10 nm de los inhibidores del miR-149-3p (Inh149-3p) y de los mimetizadores del miR-
149-3p (Mim 149-3p) asi como sus controles, inhibidor control (Inh C) y mimetizador control (Mim C);
después de 24 h se extrajo el RNA total, el cual se utilizé para realizar un cDNA para después utilizar
una sonda TagMan especifica para la amplificacion del miR 149-3p. El nivel de expresion relativa se
calculé con el método 2(-AACt) usando al RNA pequefio U6 como normalizador. Los resultados se
analizaron con el programa GraphPad Prism 8 usando la prueba de t en la que se considerd un valor
de significancia de p< 0.05.
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8.9 Determinacion del nivel de expresion del RNAm de tgf-B1, gsk-3a y
collal en cultivos primarios de hepatocitos de raton tratados con
mimetizadores e inhibidores del miR-149-3p.

Después de estandarizar las condiciones de aislamiento y cultivo de los hepatocitos
de ratén, ademas de la inhibicion y sobreexpresion del miR-149-3p, se procedié a
determinar el nivel de expresion de los RNAm correspondientes a las moléculas
detectadas mediante inmunohistoquimica. Asi, después de 24 h de la transfeccién se
obtuvieron los RNAs totales de las células tratadas con los inhibidores y mimetizadores
del miRNA y se llevaron a cabo los ensayos de RT-PCR usando los iniciadores
especificos para los RNAm de tgf-B1, gsk-3a y col1lal y GAPDH como control de

expresion constitutiva.

Como se puede observar en la Figura 26, los niveles del RNAm de tgf 1 disminuyeron
en presencia del inhibidor del miRNA, cuando se compara con el tratamiento con el
inhibidor control y, por el contrario, en presencia del mimetizador del miR-149-3p se
observa un aumento en la expresion del RNAm de dicho factor de crecimiento con
respecto al mimetizador control. En el caso del RNAm de collal se observo la misma
tendencia en el caso del inhibidor del miRNA, sin embargo, en el caso del tratamiento
con el mimetizador no se observé diferencia en expresion. Los resultados obtenidos
con los inhibidores del miR-149-3p en hepatocitos primarios concuerdan con los
niveles de expresiéon de las proteinas para las cuales codifican dichos mensajeros en

los ensayos en el modelo de raton Hp.

Por otro lado, la expresion del RNAmM de gsk-3a aumenta en presencia del inhibidor y
disminuye en presencia del mimetizador del miR-149-3p con respecto a sus controles,
lo cual se esperaba por tratarse de un blanco de dicho miRNA en células de

melanoma.

Los resultados obtenidos nos sugieren que es posible observar la misma tendencia “in
vitro” e in vivo” con respecto a la expresidn de las moléculas caracteristicas de la

regeneracion hepatica monitoreadas en este trabajo.
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Figura 26. Expresién de RNAm de tgf-B1, col1al y gsk-3a en cultivos primarios de hepatocitos
ratén transfectados con inhibidores y mimetizadores del miR-149-3p. Los cultivos primarios de
hepatocitos fueron transfectados con 10 nm de los inhibidores del miR- 149-3p (Inh 149-3p) y de los
mimetizadores del miR-149-3p (Mim 149-3p) asi como sus respectivos controles, inhibidor control (Inh
C) y mimetizador control (Mim C); después de 24 h se extrajo el RNA total, el cual se utilizé para realizar
un cDNA con hexameros al azar para después utilizar los iniciadores especificos en la amplificacion de
los RNAm de tgf-B1, col1al y gsk-3a. El nivel de expresion del RNAm de GAPDH se us6 como gen de
expresion constitutiva. A la derecha se sefialan los marcadores de tamafio molecular (MTM) y a la
izquierda entre paréntesis se indica el tamafio del amplicon.
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8.10 Determinacion del nivel de expresion del miR-149-3p en sueros de
pacientes con higado graso no alcohalico.

La patologia hepética conocida como higado graso no alcohdlico (NAFLD) es una
entidad clinica que comprende un amplio espectro de enfermedades hepéticas
asociadas con diversos grados de fibrosis hepatica. Como un aporte adicional a los
objetivos planteados se llevo a cabo un ensayo piloto en el que se buscé determinar
el nivel del miR-149-3p en el suero de pacientes con diversos grados de NAFLD que
a su vez correlaciona con el nivel de fibrosis (Tabla 1). Como se observé en los
resultados anteriores, la modulacion del miR-149-3p trae consigo la modulacion
negativa de una COL1Al, que es una de las principales moléculas de matriz

extracelular implicada en la fibrosis hepatica.

Asi, se obtuvo el RNA total de los sueros de pacientes con NAFLD y se cuantificé la
expresion del miR-149-3p mediante una RT-PCR en tiempo real usando una sonda
TagMan especifica para éste y como control de normalizacion se determind la
expresion del RNA 18s.

Como se puede observar en la Figura 27, la expresion de miR-149-3p disminuye
drasticamente en los sueros de pacientes con NAFLD en general, con respecto al
control sano. Ademds, también se observd que existen diferencias significativas
cuando se comparan el nivel del miRNA entre los diferentes estadios de fibrosis,
especificamente entre FO y F2, en ésta ultima el nivel de expresion disminuye en
88.5% con respecto a FO. Sin embargo, es importante mencionar que se observé una
disminucién importante en la expresion del miRNA entre FO y F1 y entre FO y F4,
aunque al hacer el andlisis estadistico de la expresion no resultd estadisticamente
significativo, probablemente a que el valor de N en dichos grupos de pacientes es muy

pequefio.

Por lo tanto, se puede sugerir una relacion inversa entre el grado de NAFLD vy la
disminucién en la expresién del miR-149-3p, estimulo anti-fibrético. Lo anterior podria
tratarse de una respuesta del organismo para disminuir, mediante este mecanismo
postraduccional, la expresion de moléculas de matriz extracelular evitando exacerbar

el grado de fibrosis en el higado y asi empeorar la funcién hepética.
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Figura 27. Expresion relativa del miR-149-3p en sueros de pacientes con diferentes grados de
NALFD. Los sueros de pacientes con los 4 diferentes grados de NALFD fueron procesados para la
extraccion de RNA total, el cual se utilizé para sintetizar cDNA y después amplificar el miR-149-3p con
una sonda TagMan especifica para éste. El nivel de expresion relativa se calcul6 con el 2(-AACt) usando
al RNA 18S como normalizador. Los resultados de dos experimentos independientes se analizaron con
el programa GraphPad Prism 8 usando la prueba de ANOVA en la que se consideré un valor de
significancia estadistica de p<0.05.
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IX. DISCUSION

Las funciones de los miRNAs han sido estudiadas usando diferentes estrategias
empleando principalmente metodologias que se desarrollan in vitro y en diversos
casos se han podido ademas llevar a cabo estudios in vivo para corroborar las
funciones y los efectos de la modulacién de dichos RNAs pequefios en modelos
animales.

El presente trabajo se centrd en el analisis del efecto de la inhibicién de dos miRNAs
en la expresion de TGF-B y regeneracion del tejido hepatico utilizando un modelo
murino. Asi, en nuestro grupo de trabajo se establecieron las condiciones para el
desarrollo de un modelo de regeneracion hepatica mediante hepatectomia parcial.
Este modelo se describidé por primera vez por Higgins y Anderson hace mas de 80
afios y se trata de un procedimiento quirdrgico en el que se retiran dos tercios del
higado de roedores (Taub et al., 2004). Sin embargo, en la actualidad esta técnica se
utiliza frecuentemente, ya que permite el andlisis de las vias de sefalizacion
involucradas en la regeneracion hepética y la hepatocarcinogénesis con la finalidad de
restablecer la estructura y funcién de este 6rgano. Después del establecimiento de
dicho modelo murino se llevaron a cabo los ensayos de inmunohistoquimica en los
tejidos hepaticos provenientes de los ratones en los que se inhibi6 la expresion del
miR-143-5p y el miR-149-3p (Figura 16y 17).

Los resultados obtenidos en el modelo murino permitieron determinar que la inhibicion
de ambos miRNAs, especialmente en el caso del miR-149-3p, correlaciona con una
disminucién significativa de la expresiéon de TGF-B1, HGF a, Ki 67, COL1Al en los
ratones Hp a diferencia de lo ocurrido en ratones sanos, en los que no se observd
ningun cambio en la expresién de dichas moléculas (Figuras 18, 19, 20 y 21). Es
importante recalcar que en el caso de la deteccion de la proteina GSK-3a, (Figura 22)
se encontroé un aumento significativo en ambos grupos de ratones, sanos y Hp, lo cual
se podria esperar debido a que ésta es una molécula blanco de la actividad
moduladora de expresion genética de dicho miRNA probado previamente en células
de melanoma (Jin et al., 2011).

Los resultados obtenidos con el inhibidor del miR-143-5p fueron de cierta manera

inesperados puesto que en la linea celular de hepatoma humano, el tratamiento con
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el TGF-B1 promueve un aumento significativo de este miRNA. (Yocupicio-Monroy, M
en preparacion)

Por lo anterior, lo que esperdbamos obtener al inhibir el miR-143-5p era que se
modularan negativamente los efectos descritos para el TGF-B1 en la regeneracion
hepatica, pues lo considerabamos un modulador positivo o mediador de las
actividades bioldgicas de esta citocina. Asi, el efecto de la inhibicion de dicho RNA
pequefio deberia haber aumentado los marcadores de proliferacion el higado de los
ratones Hp, pero lo que sucedi6 fue un efecto anti-proliferativo, que se pudo apreciar
por la disminucidn de las estructuras propias de la regeneracion y de las moléculas
HGF a y Ki 67 (Figuras 19 y 20). Por otro lado, acorde con lo esperado, la inhibicion
de dicho miRNA correlaciona con la inhibicion de la actividad pro-fibrotica (expresion
de COL1A1) al igual que con la disminucion en la expresion de la propia citocina de
TGF-B1. Lo anterior sugiere que la disminucion del miR-143-5p promueve la actividad
anti-prolifetariva y anti-fibrética en el tejido hepético.

Existen diversos reportes en los que se ha visto que la modulacion de la expresiéon de
miRNAs inhiben la actividad proliferativa y la migracién, un ejemplo de esto es el miR-
21, en donde la baja expresion de este miRNA tiene funcién inhibidora de la
proliferacion, ya que después de una hepatectomia parcial hay una induccion de este
miRNA ocurriendo la inhibicién directa de Btg2, el cual es un inhibidor del ciclo celular,
que impide la activacion de FoxM1 (esencial para la sintesis de DNA en hepatocitos)
(Song et al., 2011).

En lineas celulares de hepatocarcinoma, la modulacién negativa del miR-199a suprime
la proliferaciéon tumoral, induciendo apoptosis y provocando la detencién del ciclo
celular mediante la regulacién de la expresion de MMP-9, una metaloproteinasa de
matriz conocida también como colagena tipo IV, FZD7 (receptor de tipo 7) y HIF1
(factor inducible por hipoxia) (Song et al., 2014).

Se ha visto también que el aumento del miR-122 inhibe la proliferacion y migracion
promoviendo la muerte de hepatocitos en lineas celulares de hepatocarcinoma, asi
como en ratones (Nakao et al., 2014).

La inhibicion del miR-214-5p aumenta la expresion de genes como son colageno,
especificamente COL4A1, COL1Al y la viabilidad celular en las células osteoblasticas

disminuye la apoptosis.
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En otro estudio se ha demostrado que cuando el miR-29 se encuentra regulado
positivamente puede reducir la fibrosis hepatica en ratones inducida por tetracloruro
de carbono (Roderburg et al., 2011).

Por otro lado, los antecedentes del presente trabajo nos indicaban que el tratamiento
con TGF- 31 en la linea celular Huh7 promovia una disminucion significativa del miR-
149-3p, por lo cual esperariamos que la inhibicion de este miRNA acentuara los
efectos descritos para la citocina en el tejido hepéatico. Como se pudo observar en los
resultados, la inhibicién del miR-149-3p correlacioné con una fuerte disminucion en los
marcadores de proliferacion por lo que se sugiere un marcado efecto anti-proliferativo
ocasionado por la inhibicién de este miRNA, lo cual era concordante con lo esperado.
Sin embargo, dicho tratamiento, tuvo un efecto contrario al esperado con respecto a la
fibrosis, ya que se present6 un dramatico efecto anti-fibrético (expresion de COL1AL).
Asi mismo, se esperaba un aumento en la expresion de TGF-B1, como se observaria
en un tipico circuito de retroalimentacion positiva, no obstante, sucedio lo contrario.
Lo anterior, nos indica que la inhibicién del miR-149-3p, como un factor de respuesta
a TGF-B1, podria estar actuando en un complejo mecanismo de modulacion de la
regeneracion hepatica que promueve un circuito de retroalimentacion negativa con
respecto a la expresion de TGF-B1 y la generacion de fibrosis y una retroalimentacion
positiva para los efectos anti-proliferativos ocasionados por el TGF-31.

Es importante mencionar que debe haber un control en la expresion del TGF-B1 en la
regeneracion hepatica ya que si no es controlado se puede provocar la sobreexpresion
de moléculas blanco como colageno, TIMPs y PAI-1 contribuyendo de esta manera al
establecimiento y avance de la fibrosis hepatica (Senties-Gémez et al., 2005).

En este sentido se ha descrito que el miR-26a, promovido por el TGF-B1 u otro factor
de crecimiento, puede participar regulando negativamente la via desencadenada por
éste. Asi en varios estudios se ha demostrado que los miembros de la familia miR-26a
podrian suprimir la tumorigénesis en las células de cancer de higado y las células de
linfoma B, asi mismo, se encontré6 que la expresidn de miR-26a se encontraba
disminuida significativamente después del 70% de hepatectomia parcial (Chen, et al.,
2015).
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En el presente trabajo también se pudo determinar que el miR-149-3p podria modular
directamente la expresion de GSK-3a en tejido hepatico in vivo, lo cual ya habia sido
sefialado para células de melanoma (Lei Jin et al., 2011). Se ha visto que GSK-3a
podria llevar a cabo funciones en la regulacion de la transicion epitelio-mesénquima
reprimiéndola e inhibiendo los procesos proliferativos de las células epiteliales (Oh et
al., 2018), lo cual tendria relevancia en la regeneracion tisular o hepatica al darse una
inhibicién natural del miR-149-3p por efecto del TGF-B1 expresado tras la
hepatectomia. De esta manera los hepatocitos podrian regenerarse evitando el
proceso de transicion epitelio-mesenquima el cual se ha relacionado fuertemente con
la resistencia a la apoptosis asi como el aumento de componentes de la matriz
extracelular después de una hepatectomia parcial (Oh et al., 2018).

Los ensayos realizados en cultivo primario de hepatocitos de ratén, ademas de
corroborar algunos de los resultados obtenidos con el tratamiento de inhibicion del
miR-149-3p, nos permitieron determinar que el aumento en la expresién de dicho
miRNA aumenta la expresion del RNAm del TGF-B1, y una disminucion en el RNAm
de GSK-3a (Figura 26). Sin embargo, en el caso del RNAm de Colalal no se observo
una diferencia significativa en la expresion de este RNAm cuando se compara con la
transfeccion del mimetizador control.

Los resultados obtenidos nos indican interesantemente que es posible que el
mimetismo del miR-149-3p in vivo promueva un aumento en la expresion de TGF-1,
lo cual podria traer consigo cambios importantes en el proceso de regeneracion
hepatica como podria ser un aumento en los marcadores inflamatorios en el tejido y
un fuerte efecto anti-proliferativo pero al parecer este comportamiento podria darse sin
la exacerbacion del efecto pro-fibrético, lo cual seria muy deseable para evitar pérdida
de la arquitectura y funcion del tejido hepatico.

El aumento en la expresion del TGF-B1 se ha visto aumentado en el mimetismo de
miR-223 durante la lesion hepatica aguda en un modelo murino, la expresion elevada
de este miRNA también se reflejo en niveles séricos durante la lesion hepatica aguda
sin embargo, no se observaron diferencias en la apoptosis de células hepéticas, siendo
este un marcador prometedor para el diagnéstico de dafio hepatico en suero (Schueller
et al., 2017).
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Después de determinar que la modulacion de la expresion del miR-149-3p puede estar
involucrada en los procesos en los que el higado requiere regenerarse, se considero
determinar si existian diferencias en la expresion del miR-149-3p en un grupo de
pacientes con enfermedad de higado graso no alcohdlico (NAFDL), en la cual se ha
determinado que existe un aumento en la expresion de genes relacionados con la
reparacion/regeneracion hepatica (COL1A2, COL3A1, COL4Al, LUM, FBN1, DKK3)
(Wanna, et al., 2014).

La expresion del miR-149-3p se encontré disminuida en los sueros de pacientes que
tienen la enfermedad en comparacién con un control sano, y al parecer la disminucion
es mas grande entre mas severo es el grado de NAFLD (Figura 27). Por lo tanto, a
menor expresion del miRNA en los sueros de pacientes con mayor grado de fibrosis o
dafio en el higado lo cual es evidenciada por parametros por la degeneracién globular

(ballooning) en el tejido hepatico correspondiente.

En este contexto existen diversos miRNAs que han sido propuestos como marcadores
de dafio hepatico y especificamente en NAFLD. En un estudio reciente se identificaron
diversos miRNAs en muestras de higado de pacientes con NAFLD que estan
aumentados como son el miR-31, miR-33a, miR-34a, miR-144, miR-146b, miR-150,
miR-182, miR-183, miR-200a, miR-224 y miR-301la y los que se encontraron
disminuidos son el miR-17, miR-122, miR-296, miR-373, miR-375 y miR-378c (Torres
et al., 2018). Los cambios en el nivel del miR-149-3p en los pacientes con NAFLD son
muy interesantes y abren una serie de interrogantes adicionales en el estudio del
efecto y las funciones que podria desempefiar este miRNA en la regeneracion del
higado, ademas de la posibilidad de utilizar dicho miRNA como un biomarcador para

el diagnadstico y estratificacion de la severidad de la NAFLD.

Por todo lo anteriormente expuesto, la modulacion del miR-149-3p podria tener un
papel importante en la regulacion del proceso de regeneracion en el higado y
probablemente en algunos otros tejidos. Asi, nuestro grupo de trabajo considera de
suma relevancia llevar a cabo los estudios de mimetismo del miRNA in vivo y
determinar su efecto en la regeneracién del higado, ademas de estudiar a mas

profundidad las vias en las cuales incide dicha modulacién.
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X. CONCLUSIONES

La inhibicion del miR-143-5p y el miR-149-3p tiene un efecto regulador de la
regeneracion hepatica, especialmente este ultimo, el cual produjo una fuerte
modulacién en los marcadores de regeneracion y de fibrosis, asi como en la

propia expresion del TGF-1.

Lo anterior nos permite postular a este miRNA como un potencial modulador de
los efectos del TGF- en el higado tanto para su aplicacion en regeneracion
como en cancer, ademas de que podria ser usado como un biomarcador para

patologias hepaticas como la NAFLD.
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XIl. APENDICE

12.1 Preparacion de soluciones

e PBS (10X)
NaCl ............ 80g
KCl.......o.o. 29

H20 ............. 1L

e TBS (1X)
Tris-Cl............ 6.05¢g
NaCl ............... 8.76 g
H20 ...l 1L
pH 7.5

e Buffer HBSS-EGTA (0.5 mM):
EGTAOS5M....... 500 L
HBSS 1X ............ 500 mL
pH 7.4

e Buffer HBSS-CaCl2 (1 mM):

CaCh M ............ 500 pL
HBSS 1X ..vvvovenn... 500mL
pH 7.4

e Maedio de adherencia

Medio M199............coiiiii, 475 mL
Penicilina/Streptomicina (1%)... 5mL
BSA (10%) «.voviiiiiiieae 2mL
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e Medio de mantenimiento
Medio M199.....................l. 475 mL
Dexametasona (100nM final) ... 5 pL
Penicilina/Streptomicina (1%) ... 5mL
Insulina (100nM final) ............ 72.5 yL

e Colagenasa concentrada
Clostridium histolyticum ............. 169
Buffer HBSS-CaCla.................. 50mL

e Solucion de sustrato de DAB-peroxidasa

DAB 1% .o, 100 L
H202 3% wvveooeeeeeeee e, 100pL
PBS 1X oot 5mL



12.2 Datos de los pacientes con NAFDL.

Ei:;f::i:e EDAD GENERO Esteatosis (% rango) | Esteatosis (%) Ballooning Necro-inflamacion
FO 49 M 0 0 nada moderada
FO 49 F| menos de 5% 4 leve leve
FO 47 M 0% 0 nada leve
FO 29 F >66% 70 leve leve
FO 42 F 0 0 nada leve
F1 53 F 33-66% 60 severo severa
F1 31 F| menosde 33% 10 moderado moderada
F1 32 F| menos de 33% 4 leve moderada
F1 46 M 33-66% 40 moderado moderada
F1 42 F| menosde 5% 4 leve moderada
F1 41 M 0 0 leve focal moderada
F2 54 F 33-66% 50 severo severa
F2 43 M 33-66% 50 leve leve
F2 56 M| menos de 33% 10 moderado leve
F2 38 F >66% 90% moderado moderada
F2 39 F >66% 70 moderado severa
F2 41 F 33-66% 40 leve moderada
F2 53 F 33-66% 40 leve moderada
F3 31 F 33-66% 40 severo moderada
F3 45 F 33-66% 40 moderado moderada
F3 42 F| menos de 33% 20 leve moderada
F4 52 F >66% 70 severo severa
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