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Resumen

El incremento en la resistencia a farmacos de las cepas de Mycobacterium tuberculosis en
las ultimas décadas ha generado cuadros sintomaticos mas graves, que requieren del
incremento de las dosis de los farmacos convencionales para el tratamiento, elevando el
riesgo de toxicidad particularmente a nivel hepatico. Uno de los principales sistemas de
proteccion y reparacion hepatica, es factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), que a
través de su receptor c-Met dirige procesos de proliferacién, sobrevivencia y el control o
defensa ante el estrés oxidante, que representa la principal causa de dafio durante el
tratamiento contra la tuberculosis. El presente trabajo se enfocé en estudiar el efecto
protector del HGF en un modelo experimental de hepatotoxicidad inducido por rifampicina e
isoniazida, empleando ratones a los que se les administré6 durante 7 dias, una dosis de
rifampicina e isoniazida (via oral) de 150 y 75 mg/kg respectivamente en combinacién o no
con 10 mg/kg de HGF recombinante o 5 ng/kg de un anticuerpo anti-HGF (via intravenosa
por la vena de la cola). Una vez concluido el tratamiento, los animales fueron pesados y
sacrificados; se colectdé sangre para cuantificacion de los niveles de la transaminasa sérica
de alanina (ALT), como marcador de dafio hepatico y tejido hepatico para diversas
determinaciones histolégicas con tinciones rutinarias de hematoxilina y eosina y
bioquimicas, asi como un registro fotografico para determinar los cambios macroscépicos
del 6rgano. También se determiné la presencia de especies reactivas de oxigeno (ROS, por
sus siglas en inglés) in situ, utilizando diclorofluoresceina y dihidroetidio, asi como
apoptosis por inmunofluorescencia mediante la deteccion de caspasa 3 activa y TUNEL.
Finalmente utilizando la técnica Western blot se analizaron las rutas de sefalizacion

asociadas a la sobrevivencia y la reparacion tisular como son Erk, PKC y enzimas



antioxidantes. Los resultados mostraron que la administracién del HGF exd6geno indujo una

disminucion en los niveles de ALT, asi como

también disminuydé las ROS que incrementaron significativamente por el tratamiento
farmacoldgico en los ratones, disminuyendo también la apoptosis, o que demuestra que el
HGF previno de manera significativa el dafio oxidante inducido por la combinacién de los
dos farmacos. Utilizando un anticuerpo especifico anti-HGF, Se evalud la participacion del
HGF en presencia de los farmacos y se encontr6 que los niveles de las ROS se
exacerbaron significativamente con respecto al tratamiento solo con farmacos, de la misma
forma se encontraron cambios histolégicos que evidenciaron el papel central del HGF en la
proteccion contra la toxicidad inducida por la rifampicina y la isoniazida. El andlisis
mecanistico arrojo que la proteccién inducida por el factor de crecimiento puede estar
mediado por la activacion de las rutas de sefializacion de Erk y de PKC delta. En conclusién
los resultados posicionan al HGF como un punto de control terapéutico tendiente disminuir
de manera importante los efectos hepatotéxicos de los farmacos antifimicos abriendo una
venta de posibilidades para la posible elevacion de dosis terapéuticas a las que puedan ser

sensibles las cepas drogorresistentes que estan emergiendo en el mundo.



INTRODUCCION

| EL HIGADO, BIOTRANSFORMACION DE TOXICOS Y XENOBIOTICOS.

El ser humano se encuentra cada dia, expuesto a una gran variedad de agentes
potencialmente toxicos como, contaminantes ambientales, productos de consumo regular
y farmacos. En el organismo existen diversos sistemas que se encargan de la
detoxificacion de estos xenobibticos, alojados en el rifion, en el intestino, pero
principalmente en el higado. Generalmente las reacciones quimicas involucradas en la
biotransformacion de farmacos, generan compuestos secundarios solubles en agua, lo
gue facilita su excrecién a través de la orina; sin embargo, algunas de estas reacciones
dan como resultado intermediarios altamente reactivos que pueden inducen dafio tisular
(Parkinson A 2008). Esto, define a la capacidad detoxificante hepatica como
heterogénea, por lo que es necesario investigar los posibles efectos toxicos de un
xenobidtico, de manera particular.

El proceso de biotransformacion de farmacos se divide en tres fases; la fase | comprende
las reacciones de hidrolisis, reduccion y oxidacion, la fase Il esta relacionada a las
reacciones de conjugacion, y la fase Il refiere a la fase de eliminacién del higado y del
cuerpo en general, en esta ultima se ubica reacciones mediadas por sistemas
enzimaticos ubicados particularmente en el canaliculo biliar. Generalmente, el producto
de la biotransformacion de la fase | se vuelve el substrato de las reacciones de

conjugacion de la fase Il, estas de las de fase lll (Jaeschke and Bajt 2006).

La mayoria de las enzimas biotransformadoras de xenobioticos se encuentran presentes
en el hepatocito, lo que los convierte el centro de detoxificacién no sélo del higado sino

del organismo completo (Parkinson A 2008).



El CYP2EL es una isoenzima perteneciente a la familia CYP450 , que esté involucrada
en la activacibon metabdlica de varios compuestos que pueden ser potencialmente
toxicos, particularmente medicamentos, como el acetaminofén, el tetracloruro de
carbono, el benceno, el cloroformo, el tricloroetileno y la dietilnitrosamina, entre otros; se
expresa basicamente en los hepatocitos centrilobulares, convirtiendo sus substratos en
intermediarios altamente reactivos, lo que puede generar necrosis.(Krishnamurthy 2011)

Se ha reportado que en algunas condiciones patolégicas como la diabetes se pueden
inducir la expresion y activacion del CYP2E1L, asi como por el consumo crénico de
alcohol o en los tratamientos con farmacos como la isoniazida, uno de los principales

medicamentos que se utiliza en el tratamiento contra la tuberculosis.

1. MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS:

1.1 ANTECEDENTES HISTORICOS

En 1882, Robert Koch identifico al agente causante de la tuberculosis (TB). Los recursos
para combatir esta enfermedad, que en el siglo XIX cobrara el 25% de las muertes en
Estados Unidos y Europa, parecian estar fuera de alcance. Gracias a este
descubrimiento, el médico aleman fue acreedor del premio Nobel en 1905; sin embargo
no fue sino hasta 1944 que se documentd la recuperacion total de un paciente con TB, al
ser tratado con estreptomicina, el primer agente antituberculoso o antifimico que logré la
recuperacion de mas de un 90% de los casos documentados, sin embargo, se registrd un
numero significativo de pacientes que presentd de nuevo el cuadro sintomatico. Se
realizaron cultivos con muestras de saliva de estos pacientes detectando cepas

emergentes resistentes a la estreptomicina (Keshavjee and Farmer)



1.1. MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

A diferencia de la mayoria de las bacterias Gram-positivas, la composicion de la pared

celular de M. tuberculosis es Unica, ya que estd compuesta de acidos micélicos que forman

una membrana cerosa y gruesa alrededor de la bacteria, confiriéndole proteccién ante la

desecacion por largos periodos de tiempo, asi como de la entrada de farmacos, debido a la

disminucion de la permeabilidad celular, lo que obliga un tratamiento costoso y de larga

duracion (Barry, Lee et al. 1998) . En resumen, la peculiar conformacién de la pared celular

mas la habilidad de este bacilo para catabolizar los acidos grasos, son adaptaciones

indispensables para el éxito de esta bacteria al infectar a su hospedero.

2.

Las cepas patogénicas de Mycobacterium sobreviven dentro de los macréfagos de sus
hospederos, lo que contrasta con el conocimiento general de que estas células son la
principal barrera efectiva para detener las infecciones bacterianas. La infeccion se
establece mediante la union de varios receptores fagociticos, a través de los cuales
Mycobacterium es retenido en una vacuola hasta que la célula hospedera muere por
necrosis 0 apoptosis. La estrategia de M. tuberculosis para evitar ser reconocida por la
maquinaria fagocitica, radica en su inaccesibilidad para los acarreadores lisosomales, lo
que confiere un fenotipo no fusionable que se relaciona directamente con la
susceptibilidad y viabilidad de los organismos infectados (Russell 2001).

TUBERCULOSIS

La via de transmision de la TB es via aérea, cuando se inhalan gotas de entre 2-5 um
de diametro, que contienen de 1-3 bacilos, lo que facilita su dispersion y ha mantenido
los niveles de contagio fuera de todo control, a pesar de medio siglo de quimioterapia
antituberculosa. El panorama de esta epidemia se dificulta ain més dado que al menos

un tercio de la poblacion mundial es portadora de una forma inactiva o latente de M.



tuberculosis, lo que se traduce en un riesgo de por vida, de la reactivacion de la
enfermedad. La reactivacion de la tuberculosis latente, incluso después de décadas de
persistencia subclinica, representa un factor de riesgo sumamente elevado, de
desarrollar la enfermedad, particularmente para personas con el sistema inmune
comprometido, como los portadores del virus de inmunodeficiencia humana (VIH),
pacientes en terapia con el factor de necrosis antitumoral o pacientes con padecimientos
crénicos, como la diabetes. (Koul, Arnoult et al.)

A pesar de todo el conocimiento actual sobre la infecciéon, transmision y estrategias de
sobrevivencia que se tienen de M. tuberculosis, la creacion de nuevos farmacos y los
esfuerzos internacionales para dar seguimiento al tratamiento de los casos existentes
para evitar nuevos contagios, no ha podido con la tarea de reducir el nimero de
infecciones nuevas registradas los ultimos afios (Deretic, Vergne et al. 2004).

En el 2011 la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) reporté 9.8 millones de casos
nuevos, de los cuales el 80% se presentan en paises con economias débiles, como
México; siendo éste, el afio con mas casos en la historia de la humanidad. La incidencia
mundial de TB per capita es del 1%, ademas de que el incremento de la poblacién
mundial, es del 2% anual, por lo que a pesar de que la tasa de incidencia parece
disminuir, los nuevos casos de la enfermedad van en aumento. (Dye and Williams)

En los ultimos afios, la presencia clinica de la TB disminuyd, ya que debido al
surgimiento de nuevas cepas farmacorresistentes que pueden mantenerse en estado de
latencia durante un largo periodo de tiempo sin presentar sintomas de la enfermedad;
ademas una vez que estas cepas son detectadas, se tratan con los mismos farmacos
gue fueron creados hace ya varias décadas, como es el caso de la RMP, el ultimo
farmaco disponible, creado en 1963, que posee un nuevo mecanismo de accion contra la

enfermedad. (Koul, Arnoult et al.)



3.

FARMACOS ANTIFIMICOS

Los farmacos mas utilizados para el tratamiento contra la TB son la INH y la RMP, sin
embargo, en combinacion y dado la duracion del tratamiento, estos xenobibticos pueden
causar dafio hepético severo. La posibilidad de desarrollar hepatotoxicidad inducida por
las INH y RMP, depende tanto de factores genéticos como adquiridos, sin embargo, poco
se sabe acerca de los mecanismos celulares y bioquimicos que llevan al desarrollo de
este padecimiento. (Chowdhury, Santra et al. 2006)

LA ISONIAZIDA

La INH es un farmaco que requiere activarse antes de ser efectivo terapéuticamente,
este proceso es mediado por la catalasa-peroxidasa, producto del gen katG; mutaciones
en este gen, estan estrechamente relacionadas con la resistencia a la INH. Una vez
activa, la INH tiene varios posibles blancos en la pared celular del bacilo, como la
proteina acarreadora de acilos (ACP) enoil reductasa (InhA), B-cetoacil ACP sintetasa
(KasA), mediante la unién covalente con el NAD", y/o evitando la sintesis del acido
micélico. (Sandy, Holton et al. 2005)

La ruta metabdlica principal para la biotransformacion de la isoniazida es la acetilaciéon
mediante la enzima hepética N-acetiltransferasa 2 (NAT2). (Tostmann, Boeree et al.
2008)

La INH es acetilada produciendo acetil isoniazida y luego, hidrolizada en acetil hidracina
y &cido isonicotinico. La acetilhidracina principalmente es hidrolizada en hidracina o
acetilada para la formacién de diacetilhidracina, sin embargo una pequefia cantidad de
INH es hidrolizada directamente formando &cido isonicotinico e hidracina (Figura 1); esta
via de biotransformacion alterna, es de vital importancia, dado que, la incidencia de

hepatitis inducida por farmacos antifimicos, es mayor en aquellos individuos que



presentan un genotipo de acetilacion lento. Varios estudios sugieren que tanto la
acetilhidracina como la hidracina son los productos intermediarios causantes de la
toxicidad inducida por este farmaco antituberculoso. La toxicidad de la hidracina, como
un agente causante de dafio hepatocelular, fue descrita desde 1908.(Keshavjee and
Farmer)

La oxidacién es la ruta principal para la biotransformacion de la hidracina. Los posibles
intermediarios de esta biotransformacion pueden ser el nitrégeno y la diacina, un potente
agente reductor. Estudios realizados en microsomas de higado de rata sefialan a los
radicales de nitrégeno y oxigeno formados durante la biotransformacion de la hidracina,
como parte fundamental de la etiologia de la hepatotoxicidad. (Walubo, Smith et al.
1998; Tostmann, Boeree et al. 2008)

La toxicidad inducida por la biotransformacion de la isoniazida también esta relacionada
con el citocromo P450 2E1 (CYP2ELl) cuando a partir de acetilhidracina se genera
hidracina (Figura 1.)

Los citocromos P450 (CYPs) son las principales isoenzimas monooxigenasas,
encargadas de la fase | en la biotransformacién de xenobidticos. La expresién y actividad
de los CYPs difiere dependiendo de los polimorfismos encontrados en cada poblacién, de
los inductores a los que se exponga el organismo (gj., etanol, pentobarbital, rifampicina) o
de la inhibicion por farmacos especificos, lo que resulta en mayor variabilidad
metabdlica. Por lo anterior, el CYP2ELl es una de las enzimas mas importante en la
activacion de intermediarios procarcinégenos y hepatotéxicos como la hidracina (Huang,

Chern et al. 2003).
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Figura 1. Biotransformacion de la isoniazida

Por lo anterior podemos concluir que el andlisis genético y bioquimico del CYP2E1
acompafado por experimentos de induccién in vitro e in vivo puede develar informacion

crucial para nuestro entendimiento del metabolismo de xenobiéticos y su efecto
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Isonicotinil Glicina
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5. RIFAMPICINA

La RMP es un derivado semisintético de las rifamicinas, con un espectro antibacterial
extenso, que requiere de concentraciones relativamente bajas (0.01 pg/ml) en el
tratamiento contra micobacterias y microorganismos Gram-positivos. El blanco
terapéutico de este farmaco es la enzima ARN polimerasa, enzima que cataliza la
reaccion de transcripcion de ADN en ARN. La RMP interactla directamente con la ARN
polimerasa bacteriana sin interferir con la actividad de su homologa en mamiferos.
(Wherli 1983).

La biotransformacion de la RMP se lleva a cabo mediante la desacetilacion en
desacetilrifampicina, e hidrolisis que produce independientemente 3-formilrifampicina.
Este xenobiotico puede inducir disfuncién hepatocelular al inicio del tratamiento, lo que se
resuelve suspendiendo el tratamiento, sin embargo, esto representa un riesgo de recaida
en los pacientes y el surgimiento de cepas resistentes al farmaco. EI mecanismo
mediante el cual la RMP causa toxicidad se desconoce, debido a que no hay evidencia
de la participacion de algun producto téxico secundario. La RMP, como anteriormente se
habia mencionado, es un potente inductor de los CYP450 en el higado y en el intestino,
por lo que se incrementa la biotransformacion de muchos otros compuestos. El uso
combinado de la RMP y la INH ha sido sefialado como un factor de alto riesgos para
desarrollar hepatotoxicidad. La RMP induce a la hirolasa de la INH, incrementando
potencialmente la produccion de hidracina, lo que puede explicar la alta toxicidad de la
combinacion de estos dos farmacos. (Parkinson A 2008)

La rifampicina también interactia con drogas anti-retrovirales, lo que afecta los niveles de
estos farmacos en el torrente sanguineo, incrementando también, el riesgo de desarrollar

hepatotoxicidad.(Tostmann, van den Boogaard et al. ; Tostmann, Boeree et al. 2008)

10



6. RESISTENCIA A MULTIPLES FARMACOS

Reportes recientes de la OMS sefialan que la resistencia a mdultiples farmacos o
multidrogroresistencia (MDR) representa un problema crucial en todas las regiones
donde prevalece la TB, como un problema de salud publica.(Jaramillo 2007) En México,
las estrategias de control, incluyendo la deteccion de la bacteria por microscopia en
muestras de saliva, asi como los tratamientos estandarizados, se administran sin ninguna
prueba previa de sensibilidad a farmacos. Aunque este enfoque es efectivo para las
cepas que son farmaco-sensibles e incluso las resistentes al farmaco, no detecta ni
erradica a las cepas MDR que comprenden un 40% de las infecciones reportadas en
nuestro pais. El conocimiento adquirido sobre la dinAmica de poblaciones de la
resistencia a farmacos antifimicos indica que, la prevalencia de las cepas MDR es una
clave determinante para el futuro no solo de M. tuberculosis, sino los patégenos en
general. (Cohen and Murray 2004; Lougheed, Taylor et al. 2009)

Aquellos pacientes que estan infectados con bacilos, requieren de tratamientos mas
largos, téxicos y de alto costo (Zignol, van Gemert et al.). Esto representa un reto para la
creacion de nuevos farmacos que representen menos riesgos de desarrollar
hepatotoxicidad, siendo administrados por corto tiempo y/o el cotratamiento con de estos
los farmacos actuales con compuestos que prevengan el desarrollo de la
hepatotoxicidad para que estos puedan ser administrados el tiempo que sea necesario

para eliminar a las bacterias en estado latente. (Sacksteder, Protopopova et al.)
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7. HEPATOTOXICIDAD INDUCIDA POR ISONIAZIDA Y RIFAMPICINA

7.1. ASPECTOS GENERALES

El tratamiento estandarizado para un adulto infectado con TB respiratoria es la
administracién de INH y RMP por un periodo de 2 meses, seguido por cuatro meses de
administracién INH Unicamente; el etambutanol, en algunos casos, es adicionado a este
tratamiento y la OMS sugiere la estreptomicina para pacientes con recaidas.(Koul,
Arnoult et al.)

Los efectos adversos mas comunes del tratamiento con farmacos antifimicos son
hepatotoxicidad, reacciones en la piel, asi como desérdenes gastrointestinales y
neurologicos. La hepatotoxicidad es el mas grave, ya que genera altas tasas de morbidez
y mortalidad, asi como disminuye el éxito del tratamiento.(Yew and Leung 2007)

El incremento asintomatico de las transaminasas, es comun durante el tratamiento contra
la TB pero la hepatotoxicidad puede ser fatal cuando no se detecta a tiempo y/o el
tratamiento no se suspende. Los efectos secundarios, ademas de disminuir el éxito del
tratamiento, contribuyen a una posible recaida y el surgimiento de cepas MDR. (Sharma,

Singla et al.)
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8. INCIDENCIA, PATOLOGIA Y CARACTERISTICAS CLINICAS

En la literatura, se pueden encontrar varias definiciones para la hepatotoxicidad inducida por
farmacos, sin embargo su identificacion es muy dificil asi como por consecuencia es el
diagndstico. Existen también diferentes métodos para determinar las causales del efecto
toxico de los farmacos, tales como, la cronologia de administracion, pruebas de respuesta y
readministracion del farmaco o pruebas histolégicas (ya sea que se determinen por la toma

de biopsia o en la de autopsia del paciente). (Velayati, Masjedi et al. 2009)

La definicibn mas utilizada para esta patologia es el incremento de la alanina
aminotransferasa (ALT) siempre que se encuentre tres o hasta cinco veces por arriba de
los valores normales. (Sharma 2004)
8.1.1. INCIDENCIA

La incidencia de la hepatotoxicidad inducida por farmacos antifimicos ha sido reportada
entre el 2% hasta el 28%. Estos valores dependen de los investigadores, la definicion de
hepatotoxicidad que se tome por correcta y de, la poblacion estudiada. Dado que el
tratamiento contra la TB incluye el cotratamiento con varios farmacos, es dificil atribuir la
toxicidad a uno sélo de ellos. Sin embargo, estudios realizados utilizando monoterapia,
muestran una incidencia del 0.5% para la INH y del 2% para la RMP.(Yew and Leung

2007; Tostmann, Boeree et al. 2008)
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8.1.2. CARACTERISTICAS CLINICAS
Las reacciones hepaticas en respuesta a farmacos antifimicos, aparecen generalmente
en los primeros dos meses de su administracion, sin embargo, pueden ocurrir en
cualquier momento a lo largo del tratamiento. Las caracteristicas clinicas, bioquimicas e
histolégicas de la hepatotoxicidad son muy dificiles de distinguir de la hepatitis viral. Los
sintomas son variados y pueden presentarse con dolor en el hipocondrio derecho,
emesis, y fatiga, por lo que es dificil de identificar, requiriendo estudios de laboratorio

para hacer la confirmacion del diagndstico.(Leung, Law et al. 2003)

EL PROCESO DE DANO/REPARACION HEPATICA Y EL FACTOR DE CRECIMIENTO DE HEPATOCITOS (HGF)

Los procesos de dafio-reparacién son coordinados por factores de crecimiento,
particularmente para el higado, el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF). La
regeneracion y reparacion hepética son procesos complejos que involucran a todos los
tipos celulares que conforman el parénquima hepético dentro del higado cuyo éxito
depende de la interaccion de varias vias reguladoras. Cuando el higado censa dafio, los
niveles de HGF en sangre incrementan para contrarrestarlo, sin embargo cuando éste
persiste, las medidas de defensa son superadas y eventualmente, este estado de
homeostasis alterada, deriva en fallas funcionales del érgano (Trusolino, Bertotti et al.
2010). Entre las entidades mas frecuentes y toxicas para el higado se encuentran las
ROS las cuales pueden ser producidas por infecciones virales, por el procesamiento
metabdlico o de biotransformacién enzimatica de xenobidticos, el uso de drogas ilegales
y el consumo de alcohol, entre otros; de no ser estabilizadas o eliminadas, estas ROS

pueden causar eventualmente, dafio hepatocelular. (Valko, Leibfritz et al. 2007)
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El HGF y su receptor c-Met le confieren al higado, particularmente, la regulacion del
sistema celular antioxidante, mediante el incremento el glutation (GSH), el aumento en
los niveles de expresion de enzimas antioxidantes,como la catalasa o la gama-
glutamilcisteina sintetasa (y-GCS), mediante un mecanismo dirigido por factores de
transcripcién como el factor nuclear kappa B (NF-kB) o Nrf2. (Valdes-Arzate, Luna et al.

2009)

Investigacion reciente de nuestro grupo muestran que el HGF es capaz de inducir la
activacion del factor de transcripcion Nrf2 quien dirige la expresién de varios genes de
regulacion del estado redox y de detoxificacion como la NADPH quinona oxidoreductasa, la

glutation (GSH) transferasa (GST), la y-GCS, entre otras.(Klaassen and Reisman 2010)

Bajo condiciones homeostaticas Nrf2 se encuentra asociado a su represor citosolico Keapl,
este complejo actia como sensor de cambios en el estado redox celular, por lo que, al
presentarse condiciones oxidantes, Keapl libera a Nrf2, permitiendo que se transloque al

nucleo e inicie la transcripcion de proteinas de fase Il y lll y enzimas antioxidantes.

Como se ha mencionado el higado es el principal érgano implicado en la biotransformacion
de cualquier farmaco, por lo que es mas vulnerable a la toxicidad inducida por ellos. Los
medicamentos son responsables del 40 al 50% de los casos de lesibn hepatica que
requieren evaluacion por el servicio de hepatologia, y del 25 al 30% de los casos de hepatitis
fulminante, lo cual hace imperante la investigacién en términos de hepatoproteccion. (Takami,

Kaposi-Novak et al. 2007)
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JUSTIFICACION

La infeccion por M. tuberculosis es, cada dia mas, un problema serio con fuertes
repercusiones a mediano y largo plazo, afectando aproximadamente a un tercio de la
poblacién mundial; en el 2011, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reporté, que
anualmente en el mundo, se aplican 9 millones de tratamientos contra la TB. Esta
enfermedad es responsable de dos millones de muertes por afio, nUmero que prevalece
dada la aparicion de cepas resistentes a la terapia antituberculosa. Esto implica, en la clinica,
administracién mas prolongada de uno o varios o el incremento de la dosis, lo que genera
consecuentemente, el aumento en la incidencia de reacciones adversas, principalmente a
nivel hepatico. La infeccibn por M. tuberculosis es una condicion especial por las
caracteristicas del patégeno tales como: crecimiento lento, pared celular resistente,
localizacién tanto extracelular como intracelular y multiples mecanismos de resistencia; por
esta razon se suministra siempre, un tratamiento combinado, que incluya como minimo la
administracion diaria de dos medicamentos potencialmente hepatotoxicos: la INH y la RMP,
por un periodo de tiempo prolongado o intermitente durante varios meses, incrementando asi
la posibilidad de dafio hepatico(ldilman, Ersoz et al. 2006). Este dafio se puede presentar
como lesidon de los hepatocitos, hepatitis aguda o cronica, esteatosis, colestasis, necrosis o

incluso falla hepatica fulminante. (Cillo, Bassanello et al. 2005; Idilman, Ersoz et al. 2006)

Actualmente se considera que la INH es el medicamento de primera linea en el tratamiento
de la TB. Hasta la fecha se han propuesto diferentes mecanismos de toxicidad hepéatica
secundaria a su administracion; de ellos, el mas aceptado es la produccion de un metabolito
toxico, la acetilhidrazina, que actia como agente acetilador, causando dafio de las

macromoléculas de los hepatocitos. El estrés oxidante es otro de los mecanismos por los
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cuales se explica la toxicidad de éste farmaco. Ademéas la ISO, junto con otros
medicamentos antifimicos que producen dafio hepatocelular, también ocasiona acumulacion
de grasa en el higado, producen un aumento del calcio intracelular que a su vez activa la
fosfolipasa A2, degradando fosfolipidos de la membrana.(Yee, Valiquette et al. 2003;
Andrade, Camargo et al. 2004)

HIPOTESIS

El HGF protegera al higado del dafio oxidante generado por el tratamiento, por siete dias, de

la combinacién de isoniazida y rifampicina.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Determinar y caracterizar la respuesta de proteccion inducida por el HGF en la

hepatotoxicidad inducida por la isoniazida y la rifampicina.

OBIJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar la hepatotoxicidad en ratones tratados con isoniacida (75 mg/kg) y rifampicina
(150 mg/mgq) por 7 dias, por medio de la determinacién de niveles séricos de ALT, asi como

por el andlisis histologico del tejido hepético.

2.- Determinar la proteccion mediada por el HGF (exdégeno y enddégeno) a nivel hepatico
empleando estudios histolégicos, séricos y bioquimicos de identificacion de apoptosis y

generacién de especies reactivas de oxigeno.

3.- Caracterizar el mecanismo molecular de proteccion mediado por el HGF en el modelo

experimental propuesto.
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Material y Métodos.

El HGF recombinante fue obtenido de Peprotech de México, el anti-HGF se obtuvo de R&D
systems (St Louis, MO, USA), los demas reactivos usados fueron de Sigma-Aldrich Quimica

S.A. de C.V. (México) salvo cuando se indique lo contrario.

MODELO DE HEPATOTOXICIDAD Y TRATAMIENTOS

Los animales de experimentacion fueron obtenidos del bioterio de la UAM-I y durante el
estudio fueron mantenidos de acuerdo a la norma oficial mexicana de especificaciones
técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio (NOM-062-ZO0-

1999), asi como por el manual del bioterio de la Universidad Autbnoma Metropolitana.

Se utilizaron 24 ratones machos de la cepa CD1, de ocho semanas de edad y se dividieron
en 6 grupos de cuatro animales para recibir los distintos tratamientos, todos ellos aplicados
cada 24 h durante 7 dias. Durante el estudio los animales tuvieron libre acceso a alimento
estdndar balanceado para roedores (Purina 5001) y a agua. Se mantuvieron ciclos de

luz/obscuridad, cada uno de 12 h.

Los tratamientos consistieron en la administracion de 150 mg/kg de RMP en combinacién de
75 mg/kg de INH via intragastrica (ig), usando solucién salina isoténica (SSI) como vehiculo;
HGF recombinante a una concentracion de 10 mg/kg en SSI administrado por via

intravenosa (iv) en la vena de la cola; anti-HGF 5 ng/kg iv.

Los animales de experimentacion fueron divididos y tratados en grupos, como se muestra en

la Tabla 1.

18



Grupo RMP+INH HGF anti-HGF Vehiculo
150+75 mg/kg 10 mg/kg 5 ng/kg SSI
A * — _ *
B * * *
C * *
D * * *
E * *
= *

Tabla 1. Distribucion de los grupos experimentales y tratamientos empleados a lo
largo de siete dias.

DETERMINACION DEL MARCADOR DE DANO HEPATICO ALT.

La determinacibn de la alanina aminotransferasa (ALT) se realizé por métodos
automatizados usando tiras reactivas Reflotron (Roche). La determinacién se hizo por

duplicado en al menos 4 animales de experimentacion.

OBTENCION Y PRESERVACION DEL TEJIDO HEPATICO

Una vez transcurridos los 7 dias de tratamiento, los animales fueron anestesiados
intraperitonealmente con 0.7ml de avertina. Se procedié a la obtencion de tejido hepatico el
cual se dividi6 en tres partes, una seccion de cada I6bulo se reservé para la inclusién en

parafina, previa fijacion con etanol, otra parte se guardé a -80 °C y finalmente otra seccién se
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embebi6 en medio para la obtencion de secciones congeladas (Tissue Tek®) para la

determinacion de ROS in situ.

INMUNOHISTOQUIMICA

Se utilizaron fragmentos hepaticos que fueron fijados en paraformaldehido (PFA) al 4% en
PBS durante 24 h. Después de la fijacion los fragmentos hepéaticos fueron preservados en
sacarosa al 10% en PBS. Posteriormente los fragmentos hepaticos criopreservados y fueron
cortados siguiendo el protocolo reportado para el uso del criostato (Leica CM 100; Heerbrugg
Switzerland) con un grosor de 10 um en laminillas previamente gelatinizadas (gelatina 0.5%;
sulfato de potasio 0.05%); en agua bidestilada a 60°C y almacenadas a -20°C hasta su uso.

Los experimentos fueron realizados por triplicado.

La determinacion de caspasa 3 activa se realizd por microscopia confocal usando anti-

caspasa 3 activa (Cell Signaling) y anticuerpo secundario conjugado con Alexa fluor 568.

DETERMINACION DE APOPTOSIS POR LA TECNICA DE TUNEL

Se utilizé un kit de deteccion de apoptosis por TUNEL (Promega DeadEnd fluorometric

TUNEL system) siguiendo el protocolo del fabricante.

DETERMINACION DE ESPECIES REACTIVAS DE OXiGENO

La determinacioén in situ de especies reactivas de oxigeno se realiz6 en criocortes frescos de
tejido hepatico el cual fue incubado con 5 uM de 2°-7 -diclorodihidrofluoresceina diacetato
(DCFH) o 50 uM de dihidroetidio (DHE). EI DCFH es una sonda permeable a la célula que no
es fluorescente y que al ser oxidada por los peréxidos emite fluorescencia en verde en los
520 nm de longitud de onda. El anion superdxido fue determinado con la sonda permeable

DHE el cual al ser oxidada por el anién superéxido emite fluorescencia a los 560 nm.
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MICROSCOPIA CONFOCAL

Todas las imagenes de fluorescencias se obtuvieron en un microscopio confocal
multifotonico Carl Zeiss LSM 780. Las imagenes fueron tomadas en todos los casos con los
mismos parametros de apertura del pinhole (1 AU). La excitacién se hizo con el laser
entonable Camaleén para preservar al maximo la integridad del tejido y no generar falsos

positivos particularmente en la oxidacién de las sodas fluorescentes DCFH y DHE.

Andlisis Estadistico

Cada experimento se realizé por duplicado con tejido de al menos 4 animales de
experimentacion. Los datos fueron reportados como el promedio * error estandar (EE). Para
la comparacion de promedios de los diferentes grupos se utilizé un andlisis de varianza
(ANOVA), seguido de comparaciones multiples por la prueba de Tukey. Se empleo el

programa GraphPad Prism versién 5.0. El nivel de significancia fue de p < 0.05.
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Resultados

El estudio se inicio con un analisis macroscopico del estado que guarda el higado de los
animales sometidos a los farmacos y al HGF exdgeno. La figura 1B muestra una foto
representativa del aspecto del higado en los animales que recibieron solo la combinacién de
farmacos por una semana, se puede notar un color pdlido caracteristico de un higado con
esteatosis en comparacién con la figura 1C que se observa un color mas cercano al animal
control (figura 1A). El analisis histoldgico por hematoxilina y eosina en el tejido proveniente
de los animales con los farmacos muestra una esteatosis microvesicular leve y
condensacién nuclear caracteristica de las células en apoptosis (figura 1F) en comparacion
con el tejido de animales no tratados (figura 1E) y con pretratamiento de HGF (figura 1G)
donde se observa un tejido practicamente normal y sin evidencia importante de esteatosis.

La esteatosis observada al ser leve no repercutié en el cociente del peso del higado con el
peso total del animal (figura 11), sin embargo al analizar los niveles séricos de la ALT un
marcador bien aceptado de dafio hepatico, se puede observar que los animales tratados con
los farmacos incrementaron significativamente los niveles de ALT mientras que el tratamiento
con HGF evité dicho aumento dejando los niveles de ALT en valores de los animales no

tratados (figura 1J).
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Figura 1. Inspeccién macroscoépica, histolégica y de dafio del higado. Aspecto del
higado y del tejido hepatico de animales no tratados A) y E); tratados con rifampicina e
Isoniazida B) y F); tratados con HGF y la combinacion de los dos farmacos C) y G); y
tratados solo con HGF D) y H). Las imagenes son representativas de al menos 4 animales
de experimentacion. 1) cociente de peso del higado y total del animal de experimentacion; J)
Valores séricos de alanina amino transferasa (ALT). Las barras representan el promedio +
EE de al menos 4 experimentos independientes llevados a cabo por duplicado. * p < 0.05
con respecto al no tratado (NT), # p < 0.05 con respecto al tratamiento con rifampicina (RMP)
e Isoniazida (INH).

Con la finalidad de corroborar que los farmacos inducen muerte celular particularmente por la
induccién de apoptosis se prepararon secciones congeladas de tejido hepatico obtenido de
los grupos de experimentacion y se sometieron a una inmunofluorescencia y deteccion por
microscopia confocal de la caspasa 3 activa, la figura 2B muestra sefial positiva en los
tejidos provenientes de los animales sometidos a tratamiento con los farmacos, el HGF
redujo significativamente la presencia de caspasa 3 activa como se evidencia en la figura 2C.
Con la finalidad de corroborar la apoptosis realizamos un ensayo de TUNEL evaluando
también por microscopia confocal, la figura 2F muestra que los farmacos incrementan la

apoptosis y que el HGF previene la muerte celular (figura 2G), la figura 21 muestra un control

positivo con fines de validacion de la técnica.
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Figura 2. El HGF induce un efecto antiapoptético. Las imagenes A-D representan la
inmunofluorescencia de caspasa 3 y las imagenes E-l muestran la apoptosis por la técnica
de TUNEL, ambas determinadas por microscopia confocal. Las muestras provienen de tejido
hepatico de animales no tratados A) y E); tratados con rifampicina (RMP) e Isoniazida (INH)
B) y F); tratados con HGF y la combinacion de los dos farmacos C) y G); y tratados solo con
HGF D) y H). La imagen | es un control positivo de la técnica consistente en el tratamiento
del tejido con DNAsa. Las imagenes son representativas de al menos 4 animales de

experimentacion.
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Dado que los farmacos usados tienen como principal mecanismo de citotoxicidad hepéatica la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) via el citocromo P450 2E1, decidimos
ensayar si el HGF era capaz de disminuir las ROS en el tejido hepético. Se usaron dos
sondas fluorescentes capaces de detectar con alta sensibilidad la presencia de peroxidos,
determinados con DCFH y anién superédxido, determinado con DHE. En la figura 3B se
puede observar una zona amplia con sefal fluorescente en verde, lo cual indica la presencia
de peréxidos, el HGF redujo significativamente la sefial en verde (figura 3C), la presencia de
peréxidos denota estrés oxidante iniciado por la produccion de anién superodxido,
particularmente por el Cyp2E1, la figura 3F muestra que el tejido hepatico de los animales
tratados con los farmacos presentan una elevacion importante de anion superoxido
determinado por el fluoréforo DHE en comparacién con el tejido tratado con el HGF y los

farmacos (figura 3G).
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Figura 3. El HGF abroga el efecto prooxidante inducido por los farmacos antifimicos.
Las imagenes A-D representan la inmunofluorescencia de la 2°-7"-

diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH), y las imagenes E-H la del dihidroetidio (DHE),
ambas determinadas por microscopia confocal siguiendo el procedimiento descrito en la
seccion de material y metodologia. Las muestras provienen de tejido hepatico de animales
no tratados A) y E); tratados con rifampicina (RMP) e Isoniazida (INH) B) y F); tratados con
HGF y la combinacion de los dos farmacos C) y G); y tratados solo con HGF D) y H). Las
imagenes son representativas de al menos 4 animales de experimentacion.

Con la finalidad de ampliar el estudio en aspectos mecanisticos decidimos explorar por
Western blot la expresion de algunas proteinas relacionadas con la sobrevivencia
particularmente con el efecto téxico de farmacos. La figura 4A muestra que Erk1/2, una de
las principales sefiales de sobrevivencia, es activada fuertemente por HGF tanto en el tejido
de animales tratados con los farmacos como donde solo se administré el HGF, por otro lado
la activacion de PKC isoforma delta (PKC &), cinasa central en la activacién del factor de
transcripcidn Nrf2 que provee a la célula de enzimas de detoxificacién de fase 2 y 3, de
manera similar a Erk, la enzima se activa fuertemente con el tratamiento de HGF, sin
cambios en su contenido total.

La figura 4B muestra que la enzima y-GCS, enzima limitante en la sintesis de GSH y que es
considerada como un marcador de proteccién hepatica se increment6 igualmente solo en los
casos donde el HGF estuvo presente, teniendo un discreto aumento como respuesta solo al
tratamiento con los farmacos.

Finalmente, se ha reportado que el HGF es capaz de disminuir la expresién del Cyp2EL1,
nuestros datos mostrados en la figura 4C muestran que efectivamente el tratamiento de
farmacos y el HGF induce una disminucion importante del Cyp2E1 comparado con el

tratamiento solo con los farmacos que incrementaron a la enzima.
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Figura 4. El HGF induce la activacion de las rutas de sobrevivencia mediadas por Erk y
PKC y disminuye la expresién de Cyp2El. Las imaAgenes son representativas de
experimentos de Western blots de al menos 4 experimentos independientes con muestras
gue provinieron de 4 animales de experimentacion. Se siguié el procedimiento delineado en

la seccion de metodologias.
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Con la finalidad de confirmar la importancia del HGF en la protecciobn contra la
hepatotoxicidad de los farmacos estudiados, procedimos a evaluar el aporte que el HGF
enddgeno confiere al animal de experimentacion, por lo que suministramos anti-HGF a la par
gue los farmacos y durante el mismo tiempo de tratamiento. La figura 5A muestra que el
anticuerpo dirigido contra el HGF exacerba el dafio hepatico determinado por los niveles
séricos de ALT y en comparacion con los animales tratados solo con los farmacos y con los
no tratados. En relacion a cociente del peso de higado y total del ratdn (figura 5B) se observa
gue hay un incremento significativo con respecto al grupo tratado solo con los farmacos o no
tratados sugiriendo un dafio severo al inhibir la produccion interna del factor de crecimiento.
Los datos anteriores siguieren una exacerbacion de la produccion de ROS y mayor dafio
tisular, por lo anterior realizamos la determinacion de anién superdxido in situ y un analisis

histologico en los ratones sometidos al anti-HGF y los farmacos.

31



A)

150
*H
—
*
= 100+
=2
[ ——
z
50+
G T | L]
S & &
K &
<& Q\Q}
=
Qx\
Q_é\
B)
0.08- "
E &
° ———
o 0.06-
@\ —— S ——
Q
S
S 0.044
(4]
ke
il
o 0.02-
O
o
0.00 " ' '
$ & &
Q &
& o
R
Y
Q
&

Figura5 .La inhibicién del HGF endb6geno potencia el efecto téxico de los farmacos
antifimicos. A) Valores séricos de alanina aminotransferasa (ALT) y B) cociente de peso del
higado y total del animal de experimentacion. Las barras representan el promedio + EE de al
menos 4 experimentos independientes llevados a cabo por duplicado. * p < 0.05 con
respecto al no tratado (NT), # p < 0.05 con respecto al tratamiento con rifampicina (RMP) e
Isoniazida (INH).
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Anti-HGF + RMP + INH Anti-HGF

Figura 6. La inhibicion del HGF enddgeno incrementa el dafio al tejido hepético y el
estrés oxidante. Se realiz6 la determinacion del anién superdxido con dihidroetidio en tejido
de animales no tratados A); tratados con rifampicina (RMP) e Isoniazida (INH) y el anti-HGF
B); y solo con anti-HGF C). Se realizé una tincibn de hematoxilina y eosina en muestras
provenientes de animales tratados con RMP e INH y el anti-HGF D); y solo con anti-HGF E).
Las imagenes son representativas de al menos 4 animales de experimentacion.

La figura 6B muestra claramente el incremento exacerbado en la produccién del anién
superoxido en los ratones tratados con el anti-HGF en comparacion con aquellos no tratados
(figura 6A) o tratados solo con el anticuerpo (figura 6C), por otro lado el analisis histol6gico

mostré un incremento en células con condensacion nuclear y pérdida en la estructura del

parénquima.
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Discusion

En la Gltima década la investigacion relacionada con las funciones del factor de crecimiento
de hepatocitos ha incrementado el interés de investigadores a nivel mundial del mundo,
debido a las propiedades antioxidantes que despliega al unirse a su receptor c-Met,
propiedades que han sido caracterizadas particularmente por nuestro grupo de
investigacion(Kaposi-Novak, Lee et al. 2006; Takami, Kaposi-Novak et al. 2007; Gomez-

Quiroz, Factor et al. 2008; Valdes-Arzate, Luna et al. 2009; Marquardt, Seo et al. 2012) .

El HGF a diferencia de otros ligandos y factores de crecimiento, es activado Gnicamente por
el receptor c-Met. La importancia de esta relacion uno a uno entre factor de crecimiento y
receptor, ha sido demostrada mediante la eliminacién condicional a higado del receptor c-
Met, en donde los efectos fisiologicos y terapéuticos del HGF son unicos, por lo que no
pueden ser sustituidos en su totalidad por la accién de ningun otro factor de crecimiento.
Juntos HGF y c-Met representan potencialmente, un blanco terapéutico para la creacion de
farmacos, tomando en cuenta sus caracteristicas agonisticas/activadoras o
antagonistas/inhibitorias. Estas funciones pueden caracterizar el descubrimiento de nuevos
farmacos, asi como las moléculas que actilan como inductoras o inhibitorias en la via. El
HGF puede inducir la activaciéon de rutas como Erk, Stat3 o Akt que eventualmente activan
al factor de transcripcibn NF-kB, desplegando la expresion de una bateria de genes que
codifican para proteinas tanto antioxidantes como antiapoptéticas (Gomez-Quiroz, Factor et
al. 2008), por otro lado estudios realizados en la década de los 1990s, revelaron que el HGF
es capaz de suprimir la muerte celular, actuando como citoprotector tras la unién con su
receptor c-Met, que ademas, tiene la capacidad de interactuar fisicamente con algunos

factores proapoptoticos como el receptor FAS (Wang, DeFrances et al. 2002), o permitir la
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expresion de enzimas de fase Il y Il de destoxificacion al modular al factor de transcripcion
Nrf2 (Kaposi-Novak, Lee et al. 2006).

La inactivacion genética del receptor c-Met en hepatocitos, induce estrés en el higado que se
caracteriza por la aparicion de cambios multifactoriales en los organelos de células
parenquimaticas y no parenquimaticas en el érgano. El espectro de estos cambios abarca
desde disminucién en la proliferacion de los hepatocitos, calcificacion patolégica de areas
necréticas, caracteristica que impacta la capacidad de los macrofagos para remover material
necrotico, activacion exacerbada de las células estelares que incrementa inflamacién vy
fibrosis, desregulacion de vias de sefializacién asociadas con el tréfico celular del sistema
inmune, estrés oxidante, respuesta al dafio al ADN, proliferacion y muerte celular. Este perfil
establece la importancia del HGF y su receptor c-Met en la proteccion y reparacion ante
dafio inducido por moléculas téxicas en el higado, asi como su participacion en el desarrollo
de la fibrosis (Marquardt, Seo et al.)

Por lo anterior y por los resultados obtenidos en este trabajo, hipotetizamos que el HGF tiene
la capacidad de disminuir se manera substancial el efecto hepatotoxico de los farmacos de
primera eleccién en el tratamiento de la tuberculosis, tomando particular relevancia por los
reportes actuales de la OMS, en los que se sefiala la aparicién e incremento de cepas del
Mycobacterium tuberculosis que presentan resistencia a estos antibiéticos (Dorman, Chihota
et al. 2012; Grutzmacher, Dalmarco et al. 2012; Menon, Dharmshale et al. 2012) por lo cual,
en consecuencia, conduce al incremento en las dosis de los farmacos como son la
rifampicina y la isoniazida, asi como otros que se usan en combinacion para atacar la
infeccién. Diversos estudios han demostrado que ambos medicamentos inducen dafio
hepético leve, modero e incluso falla hepatica fulminante, cuadro que depende
principalmente de la capacidad hepética del individuo para la biotransformacién de los

farmacos (Cillo, Bassanello et al. 2005; Idilman, Ersoz et al. 2006).Es por ello, que surge la
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necesidad de la creacion de nuevos farmacos capaces de atacar efectivamente a las cepas
bacterianas, sin importar si se encuentran metabdlicamente activas o en estado de latencia,
o bien identificar moléculas que desplieguen respuestas hepatoprotectoras y puedan ser
administradas terapéuticamente, antes de dar inicio al tratamiento o coadministrados con los
farmacos disponibles, lo cual puede cambiar el panorama actual en los paises donde la
tuberculosis sigue siendo un problema de salud publica como México.

Los resultados en el presente trabajo muestran que el HGF exdgeno, aplicado iv a las dosis
y tiempos indicados en material y métodos, fue capaz de contrarrestar notablemente el
efecto toxico de la isoniazida y la rifampicina. La inspeccién macroscépica e histolégica
evidenciaron el efecto protector del factor de crecimiento (figura 1). Datos previos reportados
por nuestro grupo de investigacibn muestran que el HGF y su receptor c-Met son
indispensables para una correcta respuesta reparadora ante estimulos hepatotéxicos, de tal
forma que ratones con eliminacion condicional de c-Met (MetKO) fueron mas susceptibles a
la carcinogénesis quimica (Takami, Kaposi-Novak et al. 2007), o presentaron mayor efecto
fibrogénico cuando fueron tratados con tetracloruro de carbono(Marquardt, Seo et al. 2012),
nuestros datos muestran que el HGF exdgeno protegidé notablemente al érgano, incluso el
HGF enddgeno resulto ser fundamental para la proteccién (figura 6).

Uno de los mecanismos principales de generacién de dafio celular inducido por la isoniazida,
es la producciéon de ROS (Tafazoli, Mashregi et al. 2008) provenientes del sistema de
oxidacion microsomal, de manera particular el Cyp2El (Sotsuka, Sasaki et al. 2011),
previamente documentamos que el HGF induce la activacion de factores de transcripcion
gue inducen la expresién de enzimas relacionadas con la sintesis de GSH como la gama
glutamilcistein sintetasa, enzimas antioxidantes como la catalasa, la superoxido dismutasa
entre otras (Gomez-Quiroz, Factor et al. 2008; Valdes-Arzate, Luna et al. 2009),

particularmente el sistema del glutation es determinante en el mecanismo de
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hepatoproteccion antioxidante mediado por el HGF y su receptor, (Valdes-Arzate, Luna et al.
2009) en este trabajo mostramos que el tratamiento con HGF indujo significativamente la
produccion de la enzima limitante de la sintesis del GSH (figura 4B) que es dirigida en su
expresion por los factores de transcripcion Nrf2 y NF-kB los cual previamente demostramos,
son activados por el HGF mediante la fosforilacion de PKC-3, que se requiere para que el
factor de transcripcion Nrf2 rompa la interaccién fisica con su supresor Keapl, se transloque
al nacleo y se una a su secuencia consenso, iniciando asi la transcripcion de la bateria de
genes antioxidantes y de sobrevivencia (Kaposi-Novak, Lee et al. 2006; Gomez-Quiroz,
Factor et al. 2008).

Si bien el mecanismo de toxicidad es iniciado por la biotransformacién de la isoniazida per se
y potenciado por la intervencion del Cyp2El y la interaccién y sobreproduccion de la
hidracina con la rifampicina, se ha documentado también, que a nivel mitocondrial se
incrementa el estrés oxidante debido a alteraciones en la permeabilidad membranal, lo que
induce el incremento de la oxidacién de grupos tioles, protéicos y no protéicos. El pool de
GSH mitocondrial (nGSH) es esencial para el mantenimiento de la capacidad funcional del
organelo y para la sobrevivencia celular. El aumento o disminucién del mGSH protege o
sensibiliza a la célula ante la muerte celular inducida por estrés oxidante, sin importar los
cambios del GSH citosélico. (Chowdhury, Santra et al. 2006). Nuestros datos mostraron que
el HGF disminuy6 a valores normales la expresion de Cyp2EL, lo cual asegura un buen
metabolismo de los farmacos sin exacerbar el efecto oxidante. El control en la generacién de
las ROS quedd fehacientemente comprobada por la determinacién in situ de peréxidos y
anion superoéxido (figura 3).

El mecanismo molecular inducido por el HGF sugiere estar mediado por las rutas de
sefalizacion de Erk 1/2 y PKC3 como lo demuestra la figura 4A lo cual no sorprende ya que

ambas cinasas son necesarias para la activacion de Nrf2 en células hepéticas (Niture, Jain et
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al. 2009), por otro lado la y-GCS, como ya se ha mencionado, es dirigida en su expresion,
por Nrf2.

La ruta de las MAPK representa una de las principales vias del proceso dafio reparacion sus
miembros suelen contrarregularse, de esta forma ERK1/2 inicia una sefal de sobrevivencia
mientras que p38 o la cinasa de jun (JNK) proveen sefiales de muerte celular por apoptosis
(Choi, Lee et al.).

Una vez que ERK1/2 se encuentra en el nucleo es capaz de fosforilar y activar a varios
factores de transcripcion relacionados con el inicio y progresién del ciclo celular, la expresion
de proteinas antiapoptéticas y antioxidantes, por lo que se considera una ruta candnica de
sobrevivencia y reparacion.

Los datos que presentamos en la presente tesis muestran una relacién directa entre el

efecto citoprotector del HGF y la activacion de ERK1/2.

Adicionalmente datos previos de nuestro grupo muestran que la via de sefializacion de
ERK1/2 es principalmente inducida HGF y su receptor c-Met (Gomez-Quiroz, Factor et al.

2008).
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Conclusién

Los resultados obtenidos dejan claro el efecto protector del HGF ante la hepatotoxicidad
inducida por la administracion de los farmacos antifimicos, rifampicina y la isoniazida.
Presentado como evidencia la participaciéon del HGF enddgeno como principal y necesaria
para la hepatoproteccion basal, asi como que el tratamiento con HGF exdgeno es capaz de
inducir una respuesta protectora potenciada.

El HGF promovi6 la disminucion de la generacién de especies reactivas de oxigeno, los
cuales son los principales agentes toxicos producidos como consecuencia de la
biotransformacion de los farmacos e indujo la activacion de las rutas canénicas de
sobrevivencia y reparacién como ERK y PKC.

Por lo que proponemos al HGF como un blanco terapéutico para en la prevencion del
desarrollo de la hepatotoxicidad inducida por los antibiéticos que se prescriben en la
actualidad para el tratamiento contra la infeccion de Mycobacterium tuberculosis, dando
oportunidad en la clinica a la administracion de dosis mas elevadas de los farmacos, que
alcancen el limite de tolerancia que tienen las bacterias en estado activo y latente, o bien, la
administracién del tratamiento por periodos mas largos sin riesgo de suspension por falla

hepatica.
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