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RESUMEN

El acetaminofén (APAP), también conocido como paracetamol, es uno de los
analgésicos mas seguros y mas comunmente utilizados en el mundo para el tratamiento del
dolor y la fiebre. Con frecuencia, el APAP ha estado implicado en sobredosis intencionales o
no intencionales en las que puede causar dafios graves como lesion hepatica aguda e incluso
insuficiencia hepéatica aguda. El Unico antidoto aprobado para uso clinico es la N-
acetilcisteina, la cual, sin embargo, no es efectiva una vez transcurridas 24 horas de la
intoxicacion, justamente el tiempo cuando generalmente se presentan los pacientes en los

centros de salud.

Por lo antes expuesto, se considera necesario encontrar nuevas moléculas con
aplicacion clinica que permitan tratar con efectividad la etapa tardia de la intoxicacion
(después de 24 horas en humanos). Para ello, es indispensable un mayor conocimiento sobre
el mecanismo de accion del APAP, y este conocimiento incluye identificar los genes
expresados diferencialmente y el andlisis de enriquecimiento ontoldgico-funcional para la

dilucidacion de las vias involucradas en la toxicidad tardia.

En el presente estudio se realiz6 una comparacion de la expresion diferencial de genes
en un modelo de raton en las etapas temprana vs tardia para identificar los genes expresados
diferencialmente (DEG) entre los grupos control, APAP_6horas (toxicidad temprana en
raton) y APAP_24horas (toxicidad tardia en raton). El andlisis se realizd mediante a
herramienta en linea GEO2R y luego se aplicé el analisis de enriquecimiento de la
Enciclopedia de genes y genomas de Kyoto (KEGG) para dilucidar las vias de sefializacion

relevantes de los DEG involucrados, empleando la base datos para anotacion DAVID.



Los genes relevantes identificados diferencialmente entre APAP_6horas vy
APAP_24horas (Btg2, ler2, Gdfl5, Cyp2c37, Serpinel, S100a8, Paldl///Thbsl y Fos) se
encuentran relacionados con la regeneracién temprana, estrés oxidativo e inicio de la
atenuacion del dafio celular. Mientras que la via principal involucrada en el andlisis de
enriquecimiento de genes fue el de la citoquina IL-17 por lo que podria pensarse en esta
interleuquina como un posible blanco terapéutico para esta fase tardia de la intoxicacién. Se
sugiere complementar este estudio con una generacion y analisis de una red de interaccion
proteina-proteina (PPI) a fin de interpretar los mecanismos moleculares diferenciales de las

actividades celulares clave en la toxicidad por APAP en la etapa tardia.
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1. INTRODUCCION

El acetaminofén (APAP, siglas del inglés N-Acetil-P-Aminophenol), también conocido
comercialmente como paracetamol, es uno de los analgésicos mas seguros y mas comunmente
utilizados en el mundo para el tratamiento de dolor y fiebre. Sin embargo, debido a su amplia
disponibilidad y falta de regulacion, con frecuencia esta implicado en sobredosis intencionales o
no intencionales en las que puede causar dafios graves como lesion hepéatica aguda (AILI, del
inglés APAP-induced acute liver injury) e incluso insuficiencia hepéatica aguda (ALF, siglas del
inglés Acute Liver Failure). La toxicidad de APAP es la principal causa de casos de ALF a nivel
mundial y es responsable de 500 muertes al afio solo en Estados Unidos, asi como de 100.000
Ilamadas a centros de control de intoxicaciones, 50.000 visitas a salas de emergencia y 10.000
hospitalizaciones al afio (Lee, 2017; Bunchorntavakul y Reddy, 2018; Ramachandran y

Jaeschke, 2019).

A pesar del problema de salud publica que representa la hepatotoxicidad por APAP,
Unicamente se cuenta con un antidoto aprobado para uso clinico: la N-acetilcisteina (NAC). La
NAC, sin embargo, algunas veces puede presentar efectos secundarios y no es tan efectiva
después de la ingestion de altas dosis de APAP. Adicionalmente, la eficacia de la NAC
disminuye una vez transcurridas 8 horas de la ingestion, siendo poco efectiva después de 24
horas desde la intoxicacion. Con frecuencia, especialmente los casos de ingestiones no
intencionales, las intoxicaciones con APAP son evidenciadas en etapas relativamente tardias por
lo que el uso de NAC es significativamente menos eficaz (Jaeschke et al., 2020; Jaeschke et al.,

2021; Ramachandran y Jaeschke, 2017).



Los mecanismos de la lesion hepética inducida por APAP son muy complejos y muchos
eventos intracelulares y extracelulares estan involucrados en este proceso fisiopatoldgico,
incluido el metabolismo de APAP, el estrés oxidativo mitocondrial, el estrés del RE, la
autofagia, la inflamacion estéril, la disfuncion microcirculatoria y la regeneracion hepética
(Ramachandran y Jaeschke, 2017). Estos eventos regulan varios aspectos de lesion hepatica
inducida por APAP, como iniciar la lesion, mediar directamente en la muerte de los hepatocitos,
limitar la respuesta al estrés celular y ayudar al higado a repararse y regenerarse. Como tal, las
estrategias terapéuticas dirigidas a estos eventos pueden no ser beneficiosas al final, una
preocupacion que se ha reflejado en ciertos estudios preclinicos. En general, se necesitan mas
estudios para aclarar de mejor manera el papel preciso de estos eventos dependientes del tiempo
en la lesion hepatica aguda inducida por APAP, y asi encontrar opciones terapéuticas que
puedan emplearse en cualquier estadio de la intoxicacion (Yan et al., 2018; Jaeschke et al.,

2021).

Los estudios mecanisticos llevados a cabo hasta el momento no han sido efectivos para
encontrar una opcion terapéutica con uso clinico, ademas de la NAC. En muchos casos estos
estudios presentan errores en el uso de los modelos de hepatotoxicidad segun se ha reportado por
Jaeschke et al. en 2021. Uno de estos errores en el modelo en raton consiste en no medir en
diferentes tiempos, correspondientes a los distintos estadios de la intoxicacion en los cuales se
modifican determinados parametros (p. Ej. Actividad del citocromo P450, Aductos de proteina

NAPQI, Fragmentacion de ADN nuclear, entre otros) (Jaeschke et al., 2021).

En el modelo de hepatotoxicidad en ratdn, cuyos eventos mecanisticos son idénticos al
del humano (Ramachandran y Jaeschke, 2017), existen 4 fases que determinan el curso temporal

de la intoxicacion por APAP: Fase de metabolismo 0-3 h post APAP (dependiendo de la dosis),



Fase de lesion temprana (2-6 h post APAP), Lesion tardia-fase de recuperacion temprana (12-24
h post APAP) y Fase de regeneracion (24-96 h post APAP). Investigaciones mas recientes sobre
la hepatotoxicidad por APAP han establecido el papel critico de la disfuncién mitocondrial en la
mediacién de la lesion hepética, y se han aclarado los mecanismos de muerte celular de los
hepatocitos inducida por APAP. A partir de este nuevo conocimiento, se establece que el estrés
oxidativo y nitrosativo mitocondrial es una caracteristica mecéanica clave involucrada en la
sefializacion de esta intoxicacion. También, la identificacion de mediadores especificos de la
muerte celular necrotica ha establecido la naturaleza regulada de la muerte celular de los
hepatocitos inducida por APAP. Finalmente, el descubrimiento del papel de la dindmica
mitocondrial y la autofagia en la lesién hepatica producida por APAP proporciona informacion
adicional sobre los elaborados mecanismos de sefializacion celular implicados en la patogenia de

este importante problema clinico (Ramachandran y Jaeschke, 2017).

En los estudios realizados hasta la fecha para encontrar moléculas con potencial
terapéutico, no se han considerado las fases de la toxicidad por APAP (metabolica, lesion
temprana/tardia y regeneracion) lo que ha llevado a conclusiones erradas acerca del mecanismo
de accion protector de los compuestos ensayados (Jaeschke et al., 2021). A pesar de los
importantes avances que se han realizado para dilucidar el mecanismo de accién del APAP
(Ramachandran y Jaeschke, 2017), se considera necesario un mayor conocimiento sobre el
mecanismo de accion del APAP, que incluya los genes expresados diferencialmente y el analisis
de enriquecimiento ontolégico-funcional, lo cual podria mejorar el disefio de los estudios y

permitir encontrar nuevas moléculas con aplicacion clinica.

En resumen, la hepatotoxicidad por APAP es un problema de salud publica mundial

favorecido por el facil acceso que se tiene a este medicamento de venta libre y su amplio uso



como antipirético y analgésico. La Unica opcion terapéutica disponible en el mercado, la NAC,
no ofrece una respuesta adecuada cuando se emplea en la fase tardia de la intoxicacion. A los
fines de encontrar nuevos tratamientos para la intoxicacién con APAP, es imprescindible que se

realicen estudios que permitan dilucidar el mecanismo detallado del efecto toxico del APAP.

2. Metodologia

2.1 Busqueda de conjuntos de datos de chip de ADN

Se seleccionaron datos de expresion genética obtenidos mediante chip de ADN con la
tecnologia Affymetrix en muestras de higado de ratones macho cepa C57BI6/N. Affymetrix es
una plataforma comercial de chip de ADN que permite el analisis de la expresion génica del

genoma completo para una amplia variedad de organismos experimentales (Jiang et al., 2008).

Segun Jaeschke y colaboradores en 2021 (Jaeschke et al., 2021) en el modelo de
intoxicacion por APAP en ratones la fase de lesion temprana se produce entre las 2-6 horas, y la
tardia e inicio de la recuperacion de 12-24 horas post administracion de APAP. Por esta razon se
tomaron los puntos post administracion de APAP de 6 horas y 24 horas del estudio de Holland
(Holland et al., 2022) para realizar la comparacion. En el estudio original del que se extrajeron
los datos de microarreglo (Holland et al., 2022), los autores indican que las diferencias con los
controles fueron mayores entre las 12 horas y el dia 2, y posteriormente regresaron a los niveles
de control con lo cual se confirma la pertinencia de la eleccion de estos dos puntos de tiempo (6

horas y 24 horas postadministracion de APAP).

Los conjuntos de datos (chip de ADN) que contienen la expresion genética en higados de

ratones tratados con 300 mg/Kg de p.c. de APAP a las 6 horas y 24 horas se recuperaron de la



base de datos DrugMatrix (https://ntp.niehs.nih.gov/data/drugmatrix/) la cual constituye una de
las mayores fuentes de recursos de referencia toxicogendmica disponibles al puablico para

realizar andlisis genéticos completos (Ganter et al., 2006).

2.2 ldentificacion de expresion diferencial de genes (DEG)

Los DEG entre los grupos control, APAP_6horas y APAP_24horas se extrajeron y
analizaron mediante GEO2R (https://www.ncbi.nIm.nih.gov/geo/geo2r/). GEO2R es una
herramienta de analisis web integradora que contribuye a identificar DEG entre diferentes
grupos de muestras. Los valores de corte de los DEG se definieron como un valor de P < 0,05 y
un logaritmo de cambio de pliegue o fold change (logFC) >2. Posteriormente, se analizaron los

diagramas obtenidos para determinar los DEG comunes.

2.3 Anotacidn de ontologia genética y analisis de enriquecimiento de rutas KEGG de la DEG.

El analisis de ontologia genica (GO) es una parte importante de la investigacion de
genomica funcional, que se aplica para anotar el proceso bioldgico, la composicién celular y la
funcién molecular de todos los genes en el genoma (Xie et al., 2020). Se aplico el anélisis de
enriquecimiento de la Enciclopedia de genes y genomas de Kyoto (KEGG) para dilucidar las

vias de sefalizacion relevantes de los DEG involucrados.

Para analizar la funcion bioldgica de los datos anotados de GO se empleo la base de
datos para anotacion, visualizacion y descubrimiento integrado (DAVID; version 6.7,

http://david.ncifcrf.gov) la cual es una base de datos bioinformatica en linea que proporciona



informacion de anotacién biométrica integrada de genes (Zhou et al., 2020). Se utilizé el valor

de P < 0,05 como estadisticamente significativo.

3. Resultados

3.1 Descripcion general de los datos de microarreglos 6mnibus de expresion génica e

identificacion de genes expresados diferencialmente.

Para el GEO de accesion GSE167032, se establecié un valor de p ajustado < 0,05 y un
fold change o cambio de pliegue > dos veces como limite para ser considerado un gen expresado
diferencialmente estadisticamente significativo. Se seleccionaron un total de 8138 genes
significativos segun el analisis GEO2R para GSE167032. Mediante el uso de un diagrama de
Venn, se identificaron elementos Unicos de los grupos APAP_6 horas, APAP_24 horas y
Control. Se extrajeron un total de 938 DEG comunes de los 3 grupos después de la comparacion
(Figura 1), de los cuales 37 se expresaron diferencialmente en los 3 grupos, 17 sobrerregulados y

20 subregulados.

Control vs APAP_24hour vs
APAP_24hour APAP_6hour
911 723 114
37
131 B 47

37

APAP_6hour vs

Control 6137

Figura 1. Diagrama de Venn

En la figura 2 se observan los graficos de volcan (Volcano Plot) de la expresion de genes
subexpresados (azul) y sobreexpresados (rojo). En la figura 3 del grafico dimensional UMAP

(Uniform Manifold Approximation and Projection), de GEO2R, confirmamos que los tres
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grupos (APAP_6 horas, APAP_24 horas y Control) se encuentran en éareas separadas, lo cual

significa que tienen caracteristicas que les diferencian. En la figura 4 del grafico de caja

(Boxplot) se puede observar los diferentes grupos que se desean comparar, indicados por las

barras de colores, y se muestran las medianas ubicadas aproximadamente en el mismo nivel (6)

por lo que se demuestra que los grupos son comparables. El grupo de genes de importancia

identificados en cada una de las comparaciones fueron los que se indican en la tabla 1.

Volcano plot Volcano plot

GSE167032: Expression data of the livers of GSE167032: Expression data of the livers of

male C57BI6/N mice after... male C57BI6/N mice after...

APAP_24horas vs Control, Padj<0.05 APAP_6horas vs APAP_24horas, Padj<0.05

Jog10{Pvalue)

-log10{Pvalue)

Figura 2.

log2(fold change) log2{fold change)

Volcano plot
GSE167032: Expression data of the livers of
male C57BI6/N mice after...
Control vs APAP_Bhoras, Padj<0.05

“og10{Pvalue)

loozifold chanoel

Graéficos tipo volcan GSE167032: Datos de expresion en los higados de ratones macho C57BI6/N

después de la administracion 1.P. de paracetamol (APAP)
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UMAP1

Figura 3. Gréfico unidimensional UMAP (Uniform Manifold Approximation and Projection). Datos de

GSE167032: UMAP(nbrs=6)
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Figura 4. Gréfico de caja (Boxplot). Datos de expresion en los higados de ratones macho C57BI6/N después de
la administracion I.P. de paracetamol (APAP)
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Tabla 1. Genes significativos en los grupos Control, APAP_6h y APAP_24h. Datos de expresion en los higados
de ratones macho C57BI6/N después de la administracion I.P. de paracetamol (APAP)

Pgd Gdf15
Fosll Fos
Gm3776///Gsta2///Gstal ler2
Cd93 Btg2
Tubb6 Oat
Fabp4 Sucnrl
Pald1///Thbs1 Jun
S$100a8 Egrl
Tardbp Cxcl10
Serpinel Maff
Chic2 Ets2
Cpsf2 Cyp2c50
Rpl22l1 Sgkl
Pecam1l Zfand5
Krt8 Cebpa
(Krt8) Gm13363///Ptpdal
Mcam Slc22al
(zfand5)
Gm12657///Gm6749///H3f3c///Gm10257///H3f3
b///H3f3a
Cyp2c37

Tabla 2. Comparacion de expresion genética a las 6 horas vs. 24 horas de genes significativos con logFC >2. Datos
de expresion en los higados de ratones macho C57BI6/N después de la administracion I.P. de paracetamol (APAP)

ID Simbolo del gen Titulo del gen Funcién Expresion
1416250_at Btg2 Gen de translocacion de células B 2 Antiproliferativa Sobreexpresado
Gen 2 de proteina de respuesta Activacion de
1416442 _at ler2 temprana inmediata trancripcion Sobreexpresado
Factor 15 de Activacion de
1418949 at Gdf15 crecimiento/diferenciacion trancripcion Sobreexpresado
Monooxigenasa del citocromo
P450. Familia 2. Subfamilia c,
1419094 _at Cyp2c37 polipéptido 37. Monooxigenasa Sobreexpresado
Proliferacion,
diferenciacion y
Protooncogén Fos, subunidad transformacién
1423100_at Fos del factor de transcripcion AP-1 celular Sobreexpresado
Inhibidor de proteinasa de
serina (o cisteina), clado E, Inhibicion de la
1419149 at Serpinel miembro 1. fibrindlisis Subexpresado
Proteina relacionada con el Progresion de ciclo
factor inhibidor de la migracién celulary
1419394 _s_at $100a8 8 (calgranulina A) diferenciacién Subexpresado
Paladina con dominio de
1421811 _at Pald1///Thbs1 fosfatasa 1///Trombospondina 1 Unidn celular Subexpresado
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3.2 Andlisis de enriquecimiento funcional de ontologia génica

Se realizaron tres categorias de andlisis de anotacion funcional GO de los genes de
importancia en la comparacion 6 horas vs. 24 horas (Tabla 2), incluido el proceso bioldgico,
el componente celular y la funcion molecular. Como se muestra en la Tabla 2 los resultados
del analisis GO para los DEG comunes indicaron que en el proceso bioldgico los genes
sobreexpresados se enriquecieron en los procesos relacionados con la trascripcion,
antiproliferacion, trascripcion y diferenciacion como los genes Btg2, Gdfl5 y ler2, ademas
del metabolismo de lipidos como el gen de la monooxigenasa Cyp2c37. Los genes que
pertenecen a los grupos regulados a la baja estaban predominantemente asociados con los
procesos inflamatorios y de respuesta inmune, asi como la respuesta al estrés oxidativo y

regulacion de la fibrinolisis (Tabla 2).

Los componentes celulares encontrados de manera diferencial en el andlisis por
DAVID fueron la proteina KW-0964, ubicada en la matriz extracelular y la proteina del
reticulo endoplasméatico KW-0256. Finalmente, para la funcion molecular, los genes
sobrerregulados se enriquecieron en la actividad monooxigenasa, actividad proapoptotica y
antiproliferativa. Mientras que los genes subrregulados se enriquecieron en la actividad de

MAPKinasa, NFk beta, unién a ARN y TGF-beta.
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3.3 Andlisis de enriquecimiento de rutas de genes y genomas de Enciclopedia de Kioto

Para analizar mas a fondo las rutas enriquecidas de estos DEG, se realizd

posteriormente un andlisis de enriquecimiento de la ruta KEGG con los genes de la tabla 2

(comparacion 6 horas vs. 24 horas). Como se muestra en el gréafico, el anlisis de la via

KEGG reveld que los DEG se enriguecieron principalmente en la via de sefializacion p 53 y

en la via de sefializacion de I1L-17 (Figuras 4 y 5).
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IL-17 SIGNALING PATHWAY
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4. DISCUSION

Figura 5. KEGG via de sefializacién I1L-17

Las investigaciones mas recientes sobre la hepatotoxicidad por APAP han establecido

el papel critico de la disfuncion mitocondrial en la mediacion de la lesion hepatica, asi como

han aclarado los mecanismos de muerte celular de los hepatocitos inducidos por APAP

(Ramachandran et al., 2018). De este modo, ahora se ha establecido que el estrés oxidativo y

nitrosativo mitocondrial es una caracteristica clave del mecanismo involucrado en la

sefializacion aguas abajo después de una sobredosis de APAP. La identificacion de
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mediadores especificos de la muerte celular necrotica establece ademas la naturaleza regulada
de la muerte celular de hepatocitos inducida por APAP (Ramachandran et al., 2018;
Ramachandran y Jaeschke, 2019). Adicionalmente, el descubrimiento del papel de la
dinamica mitocondrial y la autofagia en la lesion hepatica inducida por APAP afiade
informacion sobre los elaborados mecanismos de sefializacion celular implicados en la
patogenia de este importante problema clinico. A pesar de estos nuevos conocimientos sobre
los mecanismos de dafio hepético, todavia existe una gran controversia sobre el papel de la
inmunidad innata en la hepatotoxicidad inducida por APAP (Ramachandran et al., 2018;

Ramachandran y Jaeschke, 2019).

Aunque la hepatotoxicidad por APAP se conoce y estudia desde hace muchos afios,
los avances para esclarecer su mecanismo de accion toxico y, mas aln, encontrar un antidoto
efectivo en todas las etapas de la intoxicacion no han sido del todo satisfactorios (Akakpo,
2021). A pesar de que la N-acetilcisteina (NAC) se utiliza con cierta efectividad terapéutica
en los estadios iniciales de la intoxicacidn, no existe un antidoto de uso clinico que permita a
los pacientes ser tratados en la fase tardia de la intoxicacién. Parte del problema para
encontrar una molécula efectiva en la etapa tardia, es el desconocimiento de los mecanismos

de accidn exactos que operan en la toxicidad por APAP (Akakpo, 2021).

En este estudio se utilizd un modelo de ratones induciendo una lesion temprana y una
tardia a fin de encontrar las diferencias en estos dos estadios de la intoxicacion y tener mejor

comprension de los mecanismos diferenciales involucrados.
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4.1 DEG

El anélisis de enriquecimiento de GO demostréo que los genes de alta expresion
estaban involucrados principalmente con el desarrollo, diferenciacion y funcion celular (Btg2,
Gdf15, ler2) y metabolismo de lipidos (Cyp2c37) (Tabla 2). Estos hallazgos son compatibles
con las investigaciones llevadas cabo en ratones a diferentes dosis por Bhushan et al.
(Bhushan et al. 2014) en las cuales se estudio la regeneracion hepatica, encontrandose que a
la dosis de 300 mg/Kg la cuantificacion del total de células positivas para el antigeno nuclear
de células en proliferacion(PCNA) mostr6 evidencia de unas pocas células que ingresan al
ciclo celular tan pronto como 3 horas luego de la administracién de APAP (300 mg/Kg), pero
solo se observO una respuesta de proliferacion robusta con un aumento dramatico en las
células positivas para PCNA a partir de las 12 horas después del tratamiento con APAP,

especificamente alrededor de las areas necrdticas (Bhushan et al. 2014).

La sobrexpresion del gen Cyp2c37 de las vias metabolicas de los lipidos
(metabolismo del araquidonato) mostr6 discrepancia con los estudios in vitro realizados por
Behrends en 2019 (Behrends et al., 2019) en el cual las conclusiones sugieren que un blogueo
del anabolismo, consistente con una reduccion sustancial de la proliferacion, es una
consecuencia metabodlica importante de la exposicion a APAP en las células HepG2. Sin
embargo, aqui hay que hacer un par de consideraciones importantes: por una parte, la
comparacién de los modelos in vivo e in vitro suele ser compleja, sobre todo para determinar
la equivalencia en cuanto a las etapas (tempranas/tardias), y luego, en funcion del hallazgo
contrapuesto al nuestro de los autores, se infiere que la etapa que ellos visualizaron es previa
a la etapa tardia, ya que en esta ultima la proliferacion se ve incrementada y no disminuida
como encuentran en su estudio. Esperariamos en una etapa tardia, como la que evaluamos, al
menos el inicio de la recuperacion de la actividad anabdlica.
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En cuanto a los genes de baja expresion, estos estaban predominantemente asociados
con los procesos inflamatorios y respuesta inmune, asi como la respuesta al estrés oxidativo y
regulacion de la fibrinolisis. A este respecto, existe una controversia entre los investigadores
en relacion a la respuesta inflamatoria estéril después de una sobredosis de APAP, ya que
algunos piensan que esta respuesta esta principalmente involucrada en la regeneracién
mientras que otros creen que agrava la lesion inicial. Ahora bien, si nos centramos en los
aspectos clinicamente relevantes, en pacientes con sobredosis de APAP, la formacion de
citoquinas proinflamatorias es limitada y la activacion de neutréfilos no ocurre durante la fase
de lesién sino més durante la regeneracién. De acuerdo con estos hallazgos de neutrofilos, los
macrofagos derivados de monocitos que se reclutan durante la hepatotoxicidad por APAP
muestran un fenotipo prorregenerativo en ratones y humanos, lo que sugiere que la respuesta
inflamatoria se orienta principalmente hacia la recuperacion de la lesion tisular (Jaechske,
2018). Recordando que a las 24 horas post-tratamiento en ratones se encuentra un estadio de
lesion tardia e inicio del proceso de recuperacion, entonces podemos afirmar que, segun
nuestros resultados, el proceso de regeneracion es incipiente por la baja expresion de los
genes asociados con el proceso inflamatorio lo cual también es coherente con los hallazgos de

lesiones tardias.

La hepatotoxicidad por paracetamol APAP se caracteriza por un estrés oxidativo
extenso. A pesar de las controversias en este sentido, el paradigma actual sugiere que las
mitocondrias son la principal fuente de ROS, el cual altera la funcion mitocondrial y es

responsable de la sefializacién celular que resulta en la muerte celular (Du, 2016).

Ademas de ser una fuente de radicales libres que inician eventos de sefializacion, las
mitocondrias también actian como plataformas de integracion de sefiales, donde las proteinas
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citosolicas se translocan para amplificar el dafio inducido por el estrés oxidativo inicial. Esto
probablemente permite un efecto de umbral, de modo que los hepatocitos expuestos a niveles
variables de radicales libres pueden responder de manera diferente para modular la respuesta
funcional del higado a la lesion. Este paradigma permitiria limitar la necrosis a las células
expuestas a los niveles mas altos de APAP alrededor del area centrolobulillar, evitando las
celulas mas alejadas, lo que podria estimular la recuperacion y regeneracion y permitir la
posterior repoblacion y recuperacion de la funcion hepética. (Ramachandran et al., 2018). En
el presente estudio se confirmé una disminucion de la expresion de los genes involucrados en
la respuesta al estrés oxidativo lo cual bien podria tener que ver con el efecto umbral que se

alcanza en la etapa tardia de la lesion.

En cuanto al componente celular que se encontré diferencialmente, se destaca la
proteina KW-0256, ubicada en el reticulo endoplasmico. Se ha demostrado que el APAP
induce estrés de reticulo endoplasmatico (ER) y que tales efectos deletéreos podrian jugar un
rol fundamental en la muerte celular inducida por APAP en el higado. Ahora bien, el
mecanismo mediante el cual el APAP induce ER no esta del todo claro hasta la fecha, aunque
se plantea la posibilidad de que sea consecuencia de alteraciones microsomales secundarias a
la generacion del metabolito toxico N-acetil-p-benzoquinona imina (NAPQI) por la deplecion
de glutation (GSH), peroxidacién lipidica y un desbalance de la ER oxidorreductasa ERp72 y
PDI en los microsomas (vesiculas del reticulo endoplasmatico) hepéticos. Adicionalmente,
NAPQI puede unirse covalentemente a varias proteinas microsomales lo cual podria inducir
ER. La otra propuesta es que el ER podria ser secundario a la disfuncién mitocondrial que
produce el APAP, disfuncion que se encuentra ampliamente documentada (Foufelle et al.,

2016). Por lo tanto, es de esperarse que este incremento de la proteina KW-0256, ubicada en
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el reticulo endoplasmatico, esté relacionada con una mayor actividad en este organelo debido

al estrés oxidativo.

En la funcion molecular los genes sobreexpresados que se enriquecieron estan
relacionados con la actividad monooxigenasa, actividad proapoptética y antiproliferativa
(Btg2, Gdf15, ler2, Cyp2c37). En referencia a la actividad proapoptotica es importante
aclarar que los ultimos estudios han revelado que cuando se seleccionan ciertos parametros
bioquimicos, parece que hay mucha evidencia de muerte celular apoptética durante la lesion
hepatica inducida por APAP. Sin embargo, cuando se considera la falta de especificidad de
estos parametros para la apoptosis, es muy obvio que el apoyo es realmente debil, en el mejor
de los casos. Ademas, si la hepatotoxicidad de APAP se compara directamente con un control
positivo para la apoptosis y se usa una intervencién selectiva como un inhibidor de caspasa,
se observa una falta de proteccién del inhibidor frente a la toxicidad por APAP, por lo que es
bastante claro que la apoptosis no es un modo de muerte celular cuantitativamente relevante
durante el dafio inducido por APAP. Actualmente no existe una justificacion cientifica o
evidencia experimental sélida para respaldar la hipotesis de que la apoptosis esta involucrada
de manera critica en la hepatotoxicidad de APAP en cualquier modelo animal o in vitro

relevante (Jaeschke et al., 2018).

Por todo lo anterior, a pesar de que la funcion molecular relacionada con la apoptosis
se haya visto sobreexpresada habria que revisar cuidadosamente este punto para verificar que
el tipo de elementos considerados sean exclusivos de la apoptosis (lo cual es lo menos

probable dada la evidencia) o si son mecanismos comunes entre la apoptosis y la necrosis.
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En relacion a la sobreexpresion de genes relacionados con la actividad
antiproliferativa debemos entender que la lesion hepética aguda después de cualquier
agresion, incluida la sobredosis de APAP, va seguida de una regeneracion hepética
compensatoria, que promueve la recuperacion y es un determinante crucial del resultado
final. La regeneracion del higado después de una lesion hepatica inducida por APAP depende
de la dosis y se ve afectada después de una sobredosis grave de APAP. Aunque la respuesta
regenerativa robusta estd asociada con la recuperacion espontanea y la supervivencia, la
regeneracion deteriorada da como resultado una progresién mas répida de la lesion y la
muerte después de una sobredosis de APAP. La regeneracion hepatica inducida por
hepatotoxicidad por APAP implica una interaccion compleja dependiente del tiempo y la
dosis de varios mediadores de sefializacion, incluidos factores de crecimiento, citoquinas,
factores angiogénicos y otras vias mitogénicas (Bhushan et al., 2019). En el caso de este
experimento podria esperarse que en una fase tardia se haya deteriorado significativamente la
capacidad de regeneracion compensatoria que se inicia en la etapa temprana, por lo cual es
razonable pensar en un incremento de la actividad antiproliferativa a favor de otros

mecanismos de propios de la etapa de la lesion.

De manera muy interesante, los genes relacionados con la actividad monooxigenasa se
vieron sobreexpresados en este estudio. Aunque la principal monooxigenasa que se ha
encontrado que interviene en la lesion inducida por APAP es el CYP450, no es esta la que
contribuye en mayor medida a una de las principales alteraciones funcionales como lo es el
estrés oxidativo. Por el contrario, se sabe que la cadena de transporte de electrones en las
mitocondrias es la fuente principal del estrés oxidativo. La unién de NAPQI a las proteinas
mitocondriales inicia el estrés oxidativo, que se amplifica ain mas a través de la activacion de

JNK. La dependencia del estrés oxidativo de la formacion de metabolitos reactivos y la unién
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a proteinas reconcilia hipdtesis previamente contrapuestas. Por tanto, otras fuentes de ROS
como el citocromo P450 y la NADPH oxidasa parecen tener una relevancia limitada en la
fisiopatologia (Jaeschke y Ramachandran, 2018). En funcién de esto ultimo, la
sobreexpresion de la actividad monooxigenasa, aunque debe considerarse dentro de
mecanismo de accion toxica tardia, es poco probable que tenga una alta incidencia en la

progresion de la toxicidad.

Finalmente, la sobreexpresion del gen Fos, coincide con lo reportado por Yang et al.
en 2017 quienes encontraron que la administracion de APAP en ratones producia un
incremento en la expresion de Fos/Jun, lo cual estan asociado con el grado de dafio hepatico

inducido por APAP (Yang et al. 2017).

En relacién con los genes subregulados (Serpinel, S100a8 y Pald1///Thbsl) no existe
informacion relevante en la literatura publicada a la fecha que relaciones dichos genes con el
dafio hepatico inducido por APAP. Si bien la proteina para la cual codifica el gen Serpine 1
es un inhibidor de la fibrindlisis, lo cual podria observarse en una fase tardia de recuperacion,

no hay datos que soporten esta hipotesis.

4.2 KEGG

El anéalisis de la via KEGG reveld que los DEG se enriquecieron principalmente en la via de

sefializacion p 53 y en la via de sefializacion de IL-17.
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4.2.1 Via de sefalizacion p53

La proteina supresora de tumores p53 juega un papel crucial en la modulacion del
ciclo celular, la apoptosis, la senescencia y el metabolismo en respuesta a diversos estimulos
como el estrés celular y el dafio del ADN. Una vez activado, p53 promueve la supervivencia
celular y la reparacion del dafio genético (a través de genes diana que intervienen en la
detencion del ciclo celular y facilitan la reparacion del ADN) en respuesta al estrés y al dafio
celular moderados; sin embargo, ante niveles letales de ROS y/o dafios severos en el ADN,
las células no pueden repararse ni salvarse, entonces serian eliminadas permanentemente por

altos niveles de muerte celular mediada por p53 (Yan et al., 2018).

En la hepatotoxicidad por APAP, la proteina p53 también se activa por el estrés
oxidativo inducido por el téxico y el papel en la patogenia es especifico de la etapa de lesion.
La p53 activada desempefia una funcion protectora durante la fase de lesion de la
hepatotoxicidad por APAP mediante la inhibicion de la activacion de JNK, mientras que
retrasa la progresion de la reparacion hepatica en la fase de regeneracion. En el caso de este
estudio se confirma la importancia de la via que involucra a esta proteina, aunque se conoce
que, como tal, p53 puede no ser un objetivo prometedor para la toxicidad hepatica aguda
inducida por APAP debido al papel dual de p53 en la patogénesis de la hepatotoxicidad

inducida por APAP (Yan et al., 2018)

4.2.2 Via de sefalizaciéon IL-17

Cada vez hay mas pruebas de que la interleucina-17 (IL-17) es una citocina

proinflamatoria que juega un papel importante en el reclutamiento de células inflamatorias,
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particularmente neutréfilos, en los sitios de inflamacion. La IL-17 puede ser producida por
las células T help y muchas poblaciones de células inmunitarias innatas, como las células

asesinas naturales (NK), las células NKT, los neutrofilos y las células T yd (Lee et al., 2018).

Estudios previos han demostrado que las células T yd son una fuente importante de
IL-17 y desempefian un papel fundamental en la proteccion contra la infeccion bacteriana. El
reclutamiento de neutréfilos en el sitio de inflamacion esta mediado por células T yd en el
modelo murino de sepsis. Ademas, otro estudio también demuestra que las células T o
productoras de IL-17 median la infiltracion de neutrofilos posterior y el dafio en la

inflamacion hepatica inducida por APAP (Lee et al., 2018).

En nuestro trabajo se confirma el papel central de la via que involucra a la citoquina
IL-17 cuando se comparan las administraciones en las fases tempranas y tardias. En el
estudio de Lee et al. En 2018 (Lee et al., 2018) se demostrd que la deficiencia de IL-17 en
ratones produce una disminucion en la lesion inducida por APAP al presentar una menor
infiltracion de células hepaticas inflamatorias (neutrofilos, macréfagos y células T o) al
compararse con ratones de tipo salvaje, soportando la hipétesis de que la 1L-17 puede jugar
un papel relevante en el reclutamiento de neutrdfilos y la subsecuente hepatotoxicidad

inducida por APAP.

5. CONCLUSIONES

En el presente estudio se muestra que los mecanismos diferenciales mas relevantes al

comparar las fases temprana y tardia de la intoxicacién por APAP en ratones son los

24



relacionados con la regeneracion temprana, estrés oxidativo e inicio de la atenuacion del dafio

celular.

Observamos una regeneracion incipiente en la fase tardia de la intoxicacion, como lo
indican la sobreexpresion de genes relacionados con estas funciones como Btg2, Gdfl5 y
ler2. Adicionalmente, y como era de esperarse en un estadio tardio, los procesos
inflamatorios y respuesta inmune se ven subrregulados, posiblemente como resultado del
hecho de que la lesion ya se encuentra en una fase tardia y se tiende hacia la regeneracion, en
la cual los marcadores inflamatorios e inmunes evidencian apenas un inicio de su elevacion.
En cuanto al mecanismo relacionado con el estrés oxidativo se confirmé una disminucion de
la expresion de los genes involucrados en la respuesta al estrés oxidativo lo cual bien podria
tener que ver con el efecto umbral que se alcanza en la etapa tardia de la lesién, lo cual trae
como consecuencia una disminucién de la respuesta antioxidante ante el marcado dafio

oxidativo que induce APAP en la lesion temprana.

Los componentes celulares encontrados de manera diferencial confirman el
mecanismo de estrés oxidativo en la lesion inducida por APAP, y aunque el estrés del reticulo
(ER) tras la administracion de APAP no es bien comprendido hasta la fecha, seria interesante
relacionar este evento como repuesta secundaria a la disfuncién mitocondrial, la cual se sabe
que esta ampliamente involucrada en la produccion de especies reactivas de oxigeno y de
nitrogeno en la etapa inicial de la intoxicacion y podria tener su efecto tardio en la induccion

de ER.
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En nuestro trabajo se confirma el papel central de la via que involucra a la citoquina
IL-17 cuando se comparan las administraciones en las fases tempranas y tardias. Debido a
que la deficiencia de IL-17 en ratones produce una disminucion en la lesion inducida por
APAP al presentar una menor infiltracion de células hepaticas inflamatorias, podria pensarse
en esta interleuquina como un posible blanco terapéutico para esta fase tardia de la

intoxicacion.

Finalmente, aunque nuestros hallazgos pudieran ofrecer cierta orientacion sobre el
mecanismo de accion toxica tardia del APAP, se sugiere complementar este estudio con una
generacion y analisis de una red de interaccidn proteina-proteina (PPI) a fin de interpretar los
mecanismos moleculares diferenciales de las actividades celulares clave en la toxicidad por

APAP en la etapa tardia.
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