UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE CIRUGIA

TESIS DOCTORAL

Terapia con células madre mesenquimales de la colestasis
microquirurgica experimental

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR
PRESENTADA POR

Carlos Gilsanz Martin

Directores

Maria Angeles Aller Reyero
Maria Paz de Miguel Gonzélez
Alfredo Alonso Poza

Madrid, 2015

© Carlos Gilsanz Martin, 2015



UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE
MADRID

FACULTAD DE MEDICINA

DEPARTAMENTO DE CIRUGIA

TERAPIA CON CELULAS MADRE MESENQUIMALES
DE LA COLESTASIS MICROQUIRURGICA
EXPERIMENTAL

TESIS DOCTORAL

CARLOS GILSANZ MARTIN

DIRECTORES

Maria Angeles Aller Reyero
Maria Paz de Miguel Gonzalez
Alfredo Alonso Poza

MADRID, 2015






Informe del Director de la Tesis Doctoral

DATOS DE LA TESIS DOCTORAL

Nombre del
Doctorando Carlos Gilsanz Martin

Titulo de la Tesis ]
TERAPIA CON CELULAS MADRE MESENQUIMALES
DE LA COLESTASIS MICROQUIRURGICA EXPERIMENTAL

Facultad o Centro

Medicina, UCM

DATOS DEL DIRECTOR DE LA TESIS DOCTORAL

Nombre Completo | Maria Angeles Aller Reyero

Centro al que Departamento de Cirugia. Facultad de Medicina. Universidad
pertenece y Complutense de Madrid. Plaza de Ramoén y Cajal s.n., 28040 MADRID
direccion
D.N.l/Pasaporte  |02519481S
e-mail maaller@med.ucm.es
VALORACION DE LA TESIS

Muy Buena Buena Suficiente Deficiente
Originalidad X
Definicién Objetivos X
Metodologia X
Relevancia Resultados X
Discusion / Conclusiones X

INFORME (en caso necesario se podran afiadir mas hojas):

El tema que se estudia en el presente trabajo de Investigacion es de gran
trascendencia actualmente por la elevada morbi-mortalidad que comporta la
cirrosis hepética. En particular, la cirrosis por colestasis extrahepatica en
adultos, por litiasis o patologia tumoral, y en nifios por atresia biliar, es una
de las causas de patologia inflamatoria hepatica que progresa a fibrosis-
cirrosis cuya Unica alternativa terapeutica es el trasplante de higado. La
escasez de higados donantes implica que un elevado numero de pacientes
fallezcan en lista de espera. Por éste motivo, el planteamiento de nuevas y
mas eficaces terapias en ésta patologia, como es la administracion de células
madre mesénguimales y, su ensayo previo en animales de experimentacion,
aporta un futuro esperanzador para ésta devastadora enfermedad.

En la Introduccion se expone y actualiza la patologia hepatica colestasica y
la insuficiencia hepatica, sus modelos experimentales, asi como las terapias
anti-fibrogénicas, en particular con células madre mesenquimales.




La Hipotesis y los Objetivos se exponen con claridad y son concisos y
especificos.

El Material y Métodos se caracteriza por su rigor metodolégico,
especialmente por el modelo experimental microquirargico utilizado, por los
cuidados y tratamiento

post-operatorio a largo plazo que precisan los animales, asi como el
aislamiento y diferenciacion de las células madre mesénquimales, obtenidas
de tejido adiposo humano durante la realizacion de liposucciones
quirdrgicas. El disefio experimental estd correctamente explicado, a pesar de
realizar multiples grupos de estudio con diferentes tratamientos y tiempos de
evolucion postoperatoria, lo cual permite reproducir las técnicas empleadas
por otros grupos de investigadores.

Los Resultados de éste estudio permiten verificar la Hipotesis de
Investigacion y se exponen claramente, tanto en el texto, como en las
numerosas Figuras y Tablas incluidas, permitiéndose asi una clara
comprension por los lectores de éste estudio.

En la Discusion se estudian e integran todos los resultados obtenidos tras el
estudio de las alteraciones hepaticas (insuficiencia hepatica cronica e
insuficiencia hepatica aguda-sobre-crénica, cuando las ratas se
descompensan despues de la 62 semana de evolucion post-operatoria y
desarrollan ascitis) y extra-hepaticas resultantes de la colestasis obstructiva
en la rata y se demuestra que la administracion de células madre
mesénquimales de origen adipocitico, tanto humanas como de rata, quiza por
sus efectos anti-inflamatorios, inmunosupresores y potenciadores de la
reparacion tisular, mejoran la insuficiencia hepatica y reducen la fibrosis, la
proliferacion biliar y la necrosis hepatocitaria. En particular, es de gran
interés la demostracion de que éstos
efectos son mejores cuando se realiza realiza un Isotrasplante de células
madre de ratas singénicas prediferenciadas a hepatocitos, respecto al
Xenotrasplante de células madre humanas

Respecto de la Bibliografia, destaca la exhaustiva y actualizada revision,
tanto de la patologia fibrogénica hepatica, como de las propiedades y
utilizacion, experimental y clinica, de la terapia con células madre, un tema
de vanguardia en la actualidad .

En Conclusidn, la relevancia del presente trabajo de Investigacion se
fundamenta en la posible extrapolacion de los resultados obtenidos a la
clinica humana, en la cual la cirrosis de diferentes etiologias comporta una
elevada morbi-mortalidad a nivel mundial. En particular, el tratamiento con
células madre de origen mesenquimal adipocitico y prediferenciadas in vitro
a hepatocitos podria ser de utilidad para reducir las complicaciones
secundarias a las hepatopatias cronicas de origen biliar en el ser humano.
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INFORME (en caso necesario se podrdn afiadir mds hojasj:

El tema que trata la presente tesis doctoral es de gran actualidad y relevancia, ya que
aborda la problemdtica de la cirrosis hepdtica desde el punto de vista de la Terapia
Celular, y su abordaje con técnicas de Medicina Regenerativa en animales de
experimentacion.

La Introduccion es lo suficientemente extensa y detallada, planteando el problema
especifico y los antecedentes tanto en el uso de células madre mesenquimales, como los
modelos experimentales de cirrosis hepatica.

La Hipétesis y los Objetivos son claros y estin convenientemente especificados.

Los Resultados son muy extensos, detallados con iconografia suficiente y analizados
convenientemente. Destaca el analisis y disefio experimental de diversos grupos de
animales con diferentes tratamientos frente a los controles colestasicos. Destaca también
el abordaje experimental, tanto a nivel quirirgico como de técnicas de aislamiento y
diferenciacion in vitro de las células a transplantar.



La discusion es suficientemente detallada y analitica, y permite extraer conclusiones
muy relevantes ara la futura Terapia Celular en pacientes con colestasis hepatica.
Destaca la comparativa entre los diversos tratamientos, asi como la misma con otros
abordajes experimentales, de gran interés terapéutico y con una bibliografia actualizada
y relevante.

Finalmente, destaca muy favorablemente la traslacionabilidad casi inmediata de los
resultados experimentales a los pacientes afectados por la enfermedad.
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INFORME (en caso necesario se podrdn afiadir mds hojas):

El tema que se analiza en la presente Tesis Doctoral supone un estudio de
investigacion de gran trascendencia por la elevada morbi-mortalidad y coste econdmico
que supone la cirrosis hepdtica. Concretamente, la cirrosis por colestasis extrahepdtica
en adultos y en nifios por sus distintas etiologias hace que actualmente la tica
alternativa terapeutica sea el trasplante hepdtico. El elevado coste de este
procedimiento hace que nos hayamos planteado nuevas y eficaces terapias en ésta
patologia, como es la administracion de células madre mesénquimales. Actualmente su

ensayo previo en animales de experimentacion, aporta un futuro prometedor para ésta
grave enfermedad.

La Introduccion es una extraordinaria exposicion del estado actual del tema

tratado, al que da soporte la bibliografia mas relevante sobre un tema de investigacion
realmente apasionante.

La Hipdtesis y los Objetivos son claros y concretos y a ellos responden las
conclusiones finales del trabajo de investigacion tan arduo que se ha llevado a cabo.



Material y Método. El disefio experimental estd correctamente explicado, a
pesar de losr multiples grupos de estudio con diferentes tratamientos y tiempos de
evolucion postoperatoria, lo cual permite reproducir las técnicas empleadas por otros
grupos de investigadores. Tiene por tanto un gran rigor metodolégico, especialmente
por el modelo experimental microquirirgico utilizado, por los cuidados y tratamiento
post-operatorio a largo plazo que precisan las ratas de experimentacion, asi como el
aislamiento y diferenciacion de las células madre mesénquimales, obtenidas de tejido
adiposo humano durante la realizacion de liposucciones quirirgicas.

Los Resultados de ésta tesis doctoral, utilizando los andlisis estadisticos
necesarios a cada parte, permiten verificar la Hipotesis de trabajo , exponiéndose en el
texto y en las numerosas Figuras y Tablas incluidas, permitiéndose asi una clara
comprension por los lectores de éste estudio.

La Discusion es una interpretacion y contraste con la bibliografia publicada por
los mas relevantes autores, de los resultados obtenidos tras el estudio de las
alteraciones hepaticas y extra-hepadticas resultantes de la colestasis obstructiva en el
animal de experimentacion y se demuestra que la administracion de células madre
mesénquimales de origen adipocitico, tanto humanas como de rata, quizd por sus
efectos anti-inflamatorios, inmunosupresores y potenciadores de la reparacion tisular,
mejoran la insuficiencia hepdtica y reducen la fibrosis, la proliferacion biliar y la
necrosis hepatocitaria. En particular, es de gran interés la demostracion de que éstos
efectos son mejores cuando se realiza realiza un Isotrasplante de células madre de ratas
singénicas prediferenciadas a hepatocitos, respecto al Xenotrasplante de células
madre humanas. Destaca la exhaustiva y actualizada revision, tanto de la patologia
Jfibrogénica hepdtica, como de las propiedades y utilizacion, experimental y clinica, de
la terapia con células madre.

La numerosa Bibliografia, es fiel reflejo de un tema candente que interesa en
grado sumo a toda la comunidad cientifica .

Las Conclusiones, en concordancia con los objetivos y la hipdtesis de trabajo,
expresan la importancia de la presente tesis doctoral que se basa en la posible
aplicacion a la clinica humana, en la cual la cirrosis de cualquier origen comporta una
elevada morbi-mortalidad y coste sanitariol. En concreto, el tratamiento con células
madre de origen mesenquimal adipocitico y prediferenciadas in vitro a hepatocitos
podria ser de utilidad para reducir las complicaciones secundarias a las hepatopatias
cronicas de origen biliar en el ser humano.
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A

A: glandula adrenal

ABCB: “ATP-binding cassette bile
canaliculus” (transportador ATP-
dependiente del canaliculo biliar)
Ac bil: &cidos biliares

Ach: Acetilcolina

ACTH: hormona adrenocorticotropa
AH: arteria hepatica

Alb: albumina

ALT: alanin aminotransferasa

Ang II: angiotensina Il

ANOVA: andlisis de la varianza
AST: aspartato aminotransferasa
Act Prot: actividad de Protrombina

ADN: acido desoxirribonucleico

B
B: bazo
Bb: bilirrubina

Bb T: bilirrubina total
Bb D: bilirrubina directa

BD/BTx100: % de bilirrubina directa en
relacion a bilirrubina total.

bFGF: “fibroblastic growth factor”
(factor basico de crecimiento

fibroblastico)

C

CA: cayado aértico

CCHP: ratas con colestasis micro
quirdrgica y xenotrasplante de células
madre adipociticas humanas

prediferenciadas a hepatocitos.

CCRND: ratas con colestasis
microquirdrgica e isotrasplante de
células madre adipociticas de rata no
diferenciadas.

CCRP: ratas con colestasis micro
guirdrgica e isotrasplante de células
madre adipociticas de rata
prediferenciadas a hepatocitos.

CER: circulacién colateral espleno-
rrenal

CMS: ratas con colestasis
extrahepatica microquirirgica e
inyeccion intrahepatica de solucion
salina.

COL.: colageno

CPE: circulacion colateral para-
esofagica

CPF: catéter de perfusion de
formaldehido

CPR: circulacion colateral pararrectal
Cr: Creatinina

CTGF: “connective tissue growth
factor” (factor de crecimiento del tejido
conectivo)

CXC: Quimioquinas

CCLa4: tetracloruro de carbono

CD4": células T ayudantes o helper

CMQ: Colestasis microquirargica.

D
DMSO: dimetilsulféxido

D: duodeno



E

E: eséfago

ECM: “extracellular matrix” (matriz extra
celular)

EDTA: &cido etilendiaminotetraacético
EP: espacio porta

ERi: circulacion colateral esplenorrenal
inferior

ERs: circulacion colateral espleno-
rrenal superior

Es: estbmago

EGF: epitelial growth factor (factor de
crecimiento de epitelio)

ERO: especies reactivas de oxigeno

F

F: Ligamento falciforme

FA: fosfatasa alcalina

FBS: “fetal bovine serum” (suero
bovino fetal)

FSH: hormona foliculo estimulante

F: fibrindgeno

FGF: “Fibroblastic growth fator” (factor
de crecimiento fibroblastico)

FXR: receptor nuclear Farnoside X

G

GAGs: glicosaminoglicanos

GGT: y-glutamiltransferasa

H
HDL: “high density lipoprotein”

(lipoproteinas de alta densidad)

HIF-1la:  “hipoxia-inducible  factor-1
alpha” (factor inductor de hipoxia 1-alfa)
HBSS: “Hanks balanced salt solution”
(solucién salina equilibrada de Hanks)
HSCS: “hepatic stellate cells” (células
estrelladas hepéticas)

HBV: virus de la hepatitis B

HCV: virus de la hepatitis C

HGF: “Hepatocyte growth factor” (factor
de crecimiento hepatocitario)

HNFs: factor nuclear hepatocitario

IFN y: interferén-gamma

IGF-1:  “Insulin-like  growth factor”
(factor de crecimiento similar a Insulina)
IL: Interleuquina

iNOS: “Inducible nitric oxide synthasa”
(Oxido Nitrico sintasa inducible)

INR: “International Normalized Ratio”

IFN-y: Interferon y

L

LA: liquido ascitico
LBP:“Lypopolysacharide-binding
proteina” (proteina de unién a
lipopolisacarido)

LC: lébulo caudado hepatico
LDH: Lactato deshidrogenasa
LDL: “low density lipoprotein”
(lipoproteinas de baja densidad)
LH: hormona luteinizante

LLD: I6bulo lateral derecho hepatico



LLI: I6bulo lateral izquierdo hepatico
LM: lI6bulo medio hepético

LMD: I6bulo medio derecho hepético
LMI: I16bulo medio izquierdo hepético
LPA: lipoaspirado

LXR: “liver X receptor” (receptor

hepatico X)

M
MCP: “Monocyte

protein” (proteina quimioatrayente de

chemoatractant

monaocitos)

MDR3: “multi-drug- resistant 3 protein”
(proteina multirresistente a farmacos-3)
MELD: “Model for End-stage Liver
Disease”

ml: mlilitros

MMPs: “Matrix metalloproteinases”
(Metaloproteinasas de la matriz)
MMP-2: “Matrix metalloproteinases—2
(Metaloproteinasa de la matriz-2)

MRP: “multidrug resistance proteins”
(proteinas relacionadas con resistencia
a mutliples farmacos)

MC: complejo mayor de
histocompatibilidad

MEC: matriz extracelular

MF: miofibroblastos

MSC-TA: “Adipose Tissue Derived
Multipotent Mesenchymal Stromal
Cells” células madre estromales
mesenquimales adherentes derivadas

de tejido adiposo.

N

NASH: “Non-alcoholic steatohepatitis”
(esteatohepatitis no alcohdlica)

NK: células natural killer

NKT: “Naturall killer Tcells” (células T
natural killer)

NO: 6xido nitrico

NFG: Factor de crecimiento nervioso
NTCP: Polipeptido cotransportador de

taurocolato sédico

O

OATP: *“organic anion transporting
proteins” (proteinas transportadoras de

aniones organicos)

P

P: pancreas

PAF: “platelet activation factor” (factor
activador de plaguetas)

PBS: “Phosphate-buffered saline”
(tampdn fosfato salino)

PC: peso corporal

PCF: peso corporal final

PCG-1la: “peroxisome proliferator-
activated receptor gamma coactivator
1-alpha” (coactivador 1-alfa de receptor
gamma proliferador activado de
peroxisomas)

PCI: peso corporal inicial

PDGF: “platelet-derived growth factor”
(factor de crecimiento derivado de

plaguetas)



PE: peso esplénico

PE/PC: relacion peso esplénico / peso
corporal

A peso: incremento de peso corporal
PH: peso hepético

PH/PC: relacibn peso hepéatico-peso
corporal

PLC: peso del I6bulo caudado hepatico
PLLD: peso del I6bulo lateral derecho
hepatico

PLLI: peso del I6bulo lateral izquierdo
hepatico

PLM: peso del I6bulo medio hepético
PK: pinza de Kocher

PO: post-operatorio

PPAR-y: “peroxisome proliferator-
activated receptors gamma”
(coactivador gamma del receptor
gamma proliferador activado de
peroxisomas)

PT: peso testicular

PrT: proteinas totales

PT/PC: relacién peso testicular / peso
corporal

PGE2: prostaglandina E2
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. RESUMEN

Introduccion. El desarrollo de fibrosis hepatica e hipertensién portal en
multiples hepatopatias crénicas de etiologia diversa es un proceso
multifuncional, mediado por células inflamatorias que liberan mediadores
fibrogénicos, que tiene ademas como consecuencia una angiogénesis excesiva.
La administracion de células madre de origen mesenquimal adipocitico, bien de
procedencia humana o de rata, en un modelo experimental microquirdrgico de
colestasis extrahepatica podria revertir la fibrosis biliar hepéatica. En ese caso,
también mejorarian la insuficiencia hepatica crénica, asi como la hiperactividad
angiogénica esplacnica, que estd implicada en la aparicion de
hepatoesplenomegalia, circulacion colateral porto-sistémica, enteropatia

hipertensiva portal y vasculopatia venosa mesentérica

Material y Métodos. Para verificar ésta hipotesis se ha realizado un
estudio experimental en ratas Wistar. Para ello, se utilizaron 4 grupos de ratas:
Un primer grupo Control, constituido a su vez por dos subgrupos: un subgrupo
de ratas seudo-operadas (n=20) y otro formado por ratas con colestasis
microquirurgica al que se administraba suero salino intrahepatico (n=20) a las 2
semanas de evolucion de la colestasis. Los otros 3 grupos estaban constituidos
por animales con colestasis microquirirgica que se diferenciaban entre si en
funcién del tipo de células madre administradas, también a las 2 semanas de la
colestasis: un grupo en el que se realiz6 un Isotrasplante de células madre
mesenguimales de rata indiferenciadas (n=47) ; otro grupo de Xenotrasplante de
células madre mesenquimales humanas de origen adipocitico (n=38) , que
fueron prediferenciadas a hepatocitos y un tercer grupo de Isotrasplante de
células madre mesenquimales de rata prediferenciadas a hepatocitos (n=30).
Como terapia analgésica se administr6 el opioide Buprenorfina (0.05mg/kg/12h)
por via subcutanea durante las primeras 24 horas del postoperatorio. Durante
toda la evolucidbn post-operatoria se administré por via i.m. profunda
(Ceftazidima; 50 mg/kg; dos veces a la semana) y Vitamina K1 (Fitomenadiona;
8mg/kg; una vez a la semana) como profilaxis anti-infecciosa y anti-
hemorrégica, respectivamente. Ademdas, en el grupo de ratas con
Xenotrasplante de células madre adipociticas se administré el inmunosupresor

Tacrolimus (0.05 mg/Kg i.m., 3 veces a la semana) desde las 24 horas previas a
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la inyeccion de las células madre hasta el momento del sacrificio como profilaxis

de rechazo.

Los animales fueron sacrificados en todos los grupos a las 8 semanas de
la realizacion de la colestasis. Asi mismo, en todos los grupos, se estudiaron la
presencia de ascitis, de vasculopatia venosa mesentérica, hipertension portal y
el desarrollo de circulacion colateral porto-sistémica. Ademas, se cuantificaron
las concentraciones séricas de parametros de funcién hepato-biliar por
fotocolorimetria. Por ultimo, se realizé un estudio histopatolégico hepatico con
microscopia optica y tincion de Hematoxilina-Eosina, Rojo Sirio y Tricromico de
Masson para comprobar el desarrollo de fibrosis biliar  con necrosis
hepatocitaria, proliferacién biliar y cuantificar el area de fibrosis hepatica.
Ademas, con microscopio de fluorescencia se demostré la persistencia
intrahepatica de las células madre mesenquimales con las que fueron tratadas

las ratas con colestasis.

Resultados: Respecto a los grupos estudiados con colestasis
microquirdrgica, se obtuvieron datos histolégicos y bioquimicos méas favorables
en el grupo de ratas con colestasis microquirargica a las que se administraron a
las dos semanas del postoperatorio, por via intrahepatica células madre, tanto
humanas prediferenciadas a hepatocitos, como de rata no diferenciadas o
prediferenciadas a hepatocitos. Dentro de estos tres grupos, los datos obtenidos
fueron mejores en el grupo al que se administr6 células madre de rata

prediferenciadas a hepatocitos.

La supervivencia en los distintos grupos fue la siguiente: Las ratas
seudo-operadas sobrevivieron el 100% (20/20) y las ratas con colestasis a las
gue se administré solucion salina intrahepatica tan solo sobrevivieron el 70%
(20/14) (p<0.05). Respecto a las ratas con colestasis a las que se administraron
células madre adipociticas de rata no diferenciadas (Isotrasplante) sobrevivieron
el 53,2% (47/25), en tanto que a las que se les administraron células madre
adipociticas humanas prediferenciadas a hepatocitos (Xenotrasplante)
sobrevivieron el 39,5% (38/15) (p<0.05) y, por ultimo, las ratas colestasicas que
recibieron células madre adipociticas de rata prediferenciadas a hepatocitos
(Isotrasplante) sobrevivieron el 66,7% (30/20). En conclusién, en el grupo de
ratas colestasicas con Xenotrasplante se aprecié una tendencia al incremento de
la mortalidad, tanto precoz, probablemente derivada del rechazo agudo; como

tardia, posiblemente por el tratamiento inmunosupresor, respecto al resto de los
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grupos con colestasis, tanto aquellos que solo recibieron suero, como aquellos

en los que se realiz6 un Isotrasplante de células madre de rata.

Las ratas colestasicas a las que se les administr6 solucion salina
isotonica presentaron un incremento no significativo de ascitis respecto al grupo
con Xenotrasplante de células madre humanas prediferenciadas a hepatocitos, y
a los dos grupos con lIsotrasplante de células madre de rata, tanto no
diferenciadas, como prediferenciadas a hepatocitos, siendo este ultimo grupo el
gue presento valores inferiores de liquido ascitico. Ademas, todas las ratas
colestasicas (100%), tanto si recibieron solucién salina, como células madre,
desarrollaron circulaciéon colateral porto-sistémica y presentaron vasculopatia
venosa mesentérica, todo lo cual confirma el desarrollo de hipertensién portal

en éste modelo experimental de colestasis extrahepatica microquirdrgica.

El incremento del peso corporal fue significativamente menor en las
ratas colestasicas con administracion de células madre humanas
prediferenciadas a hepatocitos respecto al grupo de ratas seudo-operadas
(p<0,001) y al resto de los grupos colestaasicos (p<0,01), siendo éste aumento
casi del doble en los grupos con Isotrasplante de células madre de rata, tanto no
diferenciadas como prediferenciadas a hepatocitos en relacion al grupo de ratas
con colestasis que so6lo recibieron suero. En el grupo de ratas tratadas con suero
se produjo un aumento significativo del peso hepatico respecto a las ratas
seudo-operadas (p<0,001) y a todos los grupos con colestasis, ya con
Isotrasplante cmo con Xenotrasplante (p<0,05). Igualmente ocurre con la
relacion Peso Hepatico/Peso Corporal, que es también, estadisticamente
superior en los animales con colestasis e inyeccion de suero respecto a las
ratas seudo-operadas (p<0,001), y a las colestéasicas a las que se les inyectaron
células madre siendo estas diferencias mas marcadas en relacion a los grupos
gue recibieron células madre de rata (p<0,05), tanto no diferenciadas, como las
prediferenciadas a hepatocitos. En conclusién, hay que destacar que en el grupo
con Isotrasplante de células madre de rata prediferenciadas a hepatocitos se
produce menor hepatomegalia que en el resto de los grupos con colestasis.

En las ratas colestasica con suero salino también se produjo un aumento
significativo tanto de la esplenomegalia respecto_a las ratas seudo-operadas
(p<0,001) y al resto de los animales colestasicos, existiendo diferencias
significativas con el grupo de Xenotrasplante de células madre humanas

prediferenciadas a hepatocitos (p<0,5), como de la relacion peso



RESUMEN

esplenico/peso corporal, siendo sin embargo, esta diferencia significativa
(p<0,5) respecto al grupo de Isotrasplante de células madre de rata
prediferenciadas. Se comprob6 también, una disminucion significativa del peso
testicular en las ratas colestasicas que recibieron suero cuando se comparan
con las ratas seudo-operadas y con el resto de los grupos colestasicos que
recibieron células madre, siendo esta diferencia significativa (p<0,001) con
aquellas ratas con Isotrasplante de células madre de rata prediferenciadas a
hepatocitos. Asi mismo, se comprobd un descenso significativo de la relacién
peso testicular/peso corporal en las ratas colestasicas tratadas con suero
respecto al grupo de ratas seudo-operadas y al resto de los grupos colestasicos
que recibieron células madre, existiendo diferencias significativas respecto al
grupo con Isotrasplante de células madre de rata prediferenciadas (p<0,05). En
conclusiéon, en el grupo con Isotrasplante de células madre de rata
prediferenciadas a hepatocitos se produce menor atrofia testicular que en el

resto de los grupos con colestasis.

En relacién a los pardmetros bioquimicos séricos de funcién hepato-
biliar, se aprecid6 una mejoria no significativa en las concentraciones de
bilirrubina total, pero si un aumento significativo (p<0,01) del indice bilirrubina
directa/bilirrubina total, de aspartato-aminotransferasa, alanin-aminotransferasa y
gamma-glutamiltranspeptidasa. En todos los grupos de ratas tratados con
células madre, ya Iso- o Xenotrasplante, se produce un aumento (p<0,05) de las
proteinas totales y de la albumina (p<0,05), respecto a las ratas con colestasis
que solo recibieron suero. También se observé una mejoria en los parametros
bioguimicos de la coagulacion, como son el tiempo de Protrombina y la actividad
de Protrombina, llegando a ser significativo en el “International Normalized Ratio”
(p<0,01), el tiempo de Cefalina (p<0,05) vy el Ratio de Tiempo de Cefalina
(p<0,05), en los grupos de ratas con colestasis e Iso- y Xenotrasplante de

células madre al grupo que sélo recibié suero.

En cuanto al estudio histopatolégico, se ha demostrado mediante la
utilizacion del microscopio de inmunofluorescencia la persistencia a largo plazo
de las células madre que fueron administradas a las ratas colestasicas Asi
mismo se observé que el area de fibrosis es significativamente inferior
(p<0,001) en las ratas seudo-operadas que en las ratas colestasicas y, entre los
grupos colestésicos, el porcentaje de fibrosis es significativamente inferior
(p<0,001) en las ratas que recibieron células madre, tanto Iso- como

Xenotrasplante, respecto a aquellas a las que se inyecté s6lo suero. Ademas,
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dentro de los grupos que recibieron células madre, el porcentaje de fibrosis es
significativamente inferior (p<0,001) en los que se realiz6 un Isotrasplante de
células madre de rata, tanto no diferenciadas como prediferenciadas a
hepatocitos siendo entre estos dos ultimos grupos inferior en el grupo que con
Isotrasplante de células madre de rata prediferenciadas a hepatocitos, si bien
ésta diferencia no fue significativa.También, se observo que en el grupo de ratas
con colestasis y terapia con células madre hay zonas en las que existe una
estructura hepatica conservada, proliferacion de hepatocitos con mitosis y
minima proliferacion biliar en relacion a las ratas colestasicas que sélo recibieron
suero. Ademas se comprobé la existencia dentro del parénquima hepéatico de
heterogeneidad respecto de las éareas lesionadas, tanto en cada I6bulo
hepatico, como en los cuatro l6bulos que constituyen el higado de la rata , es
decir, que hay zonas en las que los hepatocitos estan preservados e, incluso

existe mitosis hepatocitaria, y otras en las que predomina la proliferacion biliar.

Conclusién. En un modelo experimental de colestasis microquirdrgica
extrahepatica crénica en el cual se pretende revertir o reducir la fibrosis biliar
mediante xenotrasplante (células humanas) o isotrasplante (células de ratas
singénicas) con células madre mesenquimales de origen adipocitico, tanto las
alteraciones histopatologicas, esto es, la fibrosis y la proliferacién biliar, como la
mejoria de la funcion hepatocelular, han sido mas eficaces cuando se realiza un
Isotrasplante de células madre de rata prediferenciadas a hepatocitos. La
relevancia del presente trabajo de Investigacién se fundamenta en la posible
extrapolacion de los resultados obtenidos a la clinica humana, en la cual la
cirrosis de diferentes etiologias comporta una elevada morbi-mortalidad en la
actualidad. En particular, el tratamiento con células madre de origen
mesenquimal adipocitico y prediferenciadas in vitro a hepatocitos podria ser de
utilidad para reducir las complicaciones secundarias a las hepatopatias crénicas

de origen biliar en el ser humano.

Palabras clave: colestasis, microcirugia, hipertension portal, ascitis,
inflamacién, células madre mesenquimales adipociticas, Isotrasplante,

Xenotrasplante
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ABSTRACT

I. Abstract

Introduction. The development of liver fibrosis and portal hypertension in
several chronic liver diseases of diferent causes, is a multifunctional process,
mediated by inflamatory cells that release fibrogenic mediators and also
promotes an excessive angiogenesis as a consequence. The administration of
stem cells of an adipocitic mesenquimatous source either from human or rat
donors, regarding a microsurgical experimental model of extrahepatic cholestasis
could reverse the hepatic biliary fibrosis. And it would also improve the chronic
hepatic insuficiency, as well as the splanchnic angiogenic hyperactivity, that is
associated with the development of hepatosplenomegaly, colateral porto-
systemic circulation, hypertensive portal enteropaty and mesenteric venous

vasculopathy.

Material and Methods. In order to check this hypothesis, an experimental
study with Wistar rats was conducted. There were 4 groups of rats: a first control
group divided in two subgroups: a subgroup of pseudo-operated rats (n=20) and
another subgroup with rats with microsurgical cholestasis to which was
administrated an intrahepatic saline solution (n=20) two weeks after the
procedure. The other 3 groups were composed by animals with microsurgical
cholestasis, but diferent according to the type of stem cells administrated also
after 2 weeks of cholestasis: a group with a Isotrasplant of indiferenciated
mesenquimatous rat stem cells (n=47); a group of Xenotransplant of
mesenguimatous human stem cells of adipocitic origin (n=38) which were
prediferenciated into hepatocytes and a third group of isotransplant of
mesenquimatous rat stem cells, prediferenciated into hepatocytes (n=30). As
postoperative analgesia it was administrated an opioid — Buprenorfina
(0.05mg/kg/12h) - subcutaneously infused for the first 24 hours after the
procedure. As an anti-infeccious and anti-hemorragic prophylaxis it was also
administrated, through an mintramuscular acess, Ceftazidima (50 mg/kg; twice a
week) and Vitamina K1 - Fitomenadiona; (8mg/kg; once a week), respectively,
throughout all the postoperative evolution. The group of rats with the
xenotransplant of adipocitic stem cells was also given an immunossupresor -
Tacrolimus (0.05 mg/Kg i.m., three times a week), from the first 24 hours prior to
the injection of the stem cells until the sacrifice, as prophylaxis of rejection.
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The animals were sacrificed, in all groups, 8 weeks after the cholestasis.
But in all groups were also studied the presence of ascitis, mesenteric venous
vasculopathy, portal hypertension and the development of colateral porto-
systemic circulation. There were also mesured the blood levels of hepatobiliary
metabolism with a photocolorimeter. And for last an histopathological liver study
was performed with optic microscopy and staining with Hematoxylin-eosin ,
Sirium red and Masson Trichromic to show and proove the development of biliary
fibrosis with hepatocyte necrosis, biliary proliferation and mesure he area of
hepatic fibrosis. With fluorecence microscopy it was also demonstrated the
intrahepatic persistence of the mesenquimatous stem cells, with which were

treated the rats with cholestasis.

Results: Regarding the studied groups with microsurgical cholestasis,
there were more favorable histological an biochemical data in the group of rats
with microsurgical cholestasis injected with stem cells (by liver acess) 2 weeks
after procedure, either human prediferenciated into hepatocytes or rat
prediferenciated into hepatocytes or non-diferenciated. In all three groups best
data were collected from the group given prediferenciated into hepatocytes rat

stem cells.

The survival rate of the diferent groups was as follows: the pseudo-
operated rats survived by 100% (20/20) and the rats with cholestasis with the
intrahepatic saline solution only 70% (20/14) (p<0.05). The rats with cholestasis
and with the adipocitic rat non-diferenciated stem cells (Isotransplant) had a
survival rate of 53,2% (47/25) and the ones given the human prediferenciated
into hepatocytes stem cells (Xenotransplant) a 39,5% (38/15) (p<0.05). The rats
with cholestasis given adipocitic prediferenciated into hepatocytes rat stem cells
(Isotransplant) survived by 66,7% (30/20).In conclusion, the group of cholestatic
rats with Xenotransplant had a tendency to higher mortality rates, either quickly
probably due to an acute rejection, or later, possibly because of the
immunossurpresor treatment, regarding all rest of the groups with cholestasis,
including those recieving saline solution and the ones that undergone a

isotransplant with rat stem cells.

The cholestatic rats which were given the isotonic saline solution
presented a non-significant increase of ascitis regarding the group with
Xenotransplant of prediferenciated into hepatocytes human stem cells and the

other two groups with Isotransplant of rat stem cells, either non-diferenciated or
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prediferenciated into hepatocytes, this last group being the one with lower rates
of ascitic fluid. All the cholestatic rats (100%), given sailine solution or stem cells,
developed colateral porto-systemic circulation and presented mesenteric venous
vasculopathy, which confirms the development of portal hypertension in this

experimental model of microsurgical extrahepatic cholestasis.

The increase of body weight was significantly lower on the cholestatic
rats with the prediferenciated into hepatocytes human stem cells comparing to
the pseudo operated rats (p<0,001) and the other cholestatic groups (p<0,01),
and the increase was almost the double on the groups with Isotransplant of rat
stem cells (non-diferenciated or diferenciated into hepatocytes) regarding the
group of rats given only saline solution.The group of rats given the saline solution
got a significant increase of liver weight, when compared with the pseudo
operated rats (p<0,001) and all the groups with cholestasis (with Isotransplant or
Xenotransplant (p<0,05).The same ocurs with the ratio liver weight/body
weight, also statisticaly higher in animals with cholestasis and administration of
saline solution than in those pseudo operated (p<0,001) and the cholestatic
group injected with stem cells, and these diferences are more evident regarding
the groups that were given rat stem cells (p<0,05), either non-diferenciated or
diferenciated into hepatocytes. In conclusion, we must stand out that in the
Isotransplant group of prediferenciated into hepatocytes rat stem cells, there is

less hepatomegaly than in all the cholestatic groups.

In the group rats with cholestasis and the saline solution, there was also a
significant increase of the splenomegaly - regarding the pseudo operated rats
(p<0,001) and the rest of the animals with cholestasis, and there are significant
diferences with the Xenotransplant group of prediferenciated into hepatocytes
human stem cells (p<0,5). The same happens with the ratio splenic weight/
body weight although in this case the significant diferences (p<0,5) regards the
Isotransplant group of prediferenciated rat stem cells. It was also demonstrated a
significant reduction of the testicular weight on the group of cholestatic rats
given saline solution when compared with the pseudo operated rats and with the
other cholestatic groups that were given stem cells, and this is significantly
diference (p<0,001) with the group of rats with Isotransplant of prediferenciated
into hepatocytes rat stem cells. The same way there was a significant decrease
of the ratio testicular weight / body weight on the cholestatic rats treated with
saline solution regarding the the group of pseudo operated rats and the rest of

the groups with cholestasis that were given stem cells, with significant diferences
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with the Isotransplant group of prediferenciated rat stem cells (p<0,5). In
conclusion, in the group of Isotransplant of prediferenciated into hepatocytes rat
stem cells there was less testicular atrophy than in the other groups with

cholestasis.

The biochemical blood levels of the hepatobiliary function showed a
non-significant improvement of the total bilirubin levels but a significant raise
(p<0,01) of the ratio conjugated bilirubin/total bilirubin, the aspartate-
aminotransferase, alanine-aminotransferase and gamaglutamyl transpeptidase.
In all groups treated with stem cells, by Iso or Xenotransplant, there is an
increase (p<0,05) of the total protein levels and albumine (p<0,05) when
compared with the group treated with saline solution. There was also an
improvement of the coagulation biochemical levels such as prothrombin time,
prothrombin activity, being significant with the “International Normalized Ratio”
(p<0,01), the Cephalin time (p<0,05) and the ratio of cephalin time (p<0,05) in
the groups of rats with cholestasis and Iso or Xenotransplant of stem cells when

compared with the group that got only saline solution.

The histopathological findings, with an immunofluorecence microscopy,
demonstrated the persistence (at a long run) of the stem cells administrated to
the rats with cholestasis. It was also observed that the area of fibrosis was
significantly smaller (p<0,001) in the pseudo operated rats than in the cholestatic
ones and, between the groups with cholestasis, the percentage of fibrosis was
significantly smaller (p<0,001) in the rats with the stem cells, either Iso or
Xenotransplant, when compared to the ones injected with saline solution. Further
more, within the groups that were given stem cells, the rate of fibrosis was
significantly lower (p<0,001) on those with an Isotransplant of rat stem cells,
either non-diferenciated or prediferenciated into hepatocytes, and between these
two groups, the last one had a lower percentage although without a significant
diference. It was also noticed that the group of cholestatic rats with stem cells
therapy presented areas of maintained liver structure, hepatocytes with mitosis
proliferation and minimum biliary proliferation when compared to the cholestatic
rats with saline solution therapy. In the liver parenchyma it was also found
heterogeneity within the areas of lesion, either in each lobule as in all the four
lobules that make the liver of the rat, which means that there are areas where the
hepatocytes are preserved and further more, there is hepatocytic mistosis and

other areas in which the biliary proliferation dominates.
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Conclusién. In an experimental microsurgical extrahepatic cronic
cholestasis model, in which the goal is to revert or to reduce the biliary fibrosis
through a Xenotransplant (human cells) or Isotransplant (syngeneic rat cells) with
stem cells of adipocitic origin, either the histopathological changes — fibrosis and
biliary proliferation — and the improvement of the hepatocelular function, have
been more eficient when a isotransplant of prediferenciated into hepatocytes rat
stem cells is performed. The relevance of the present investigation study is based
on the posible extrapolation of this study results on human diseases, in which the
cirrhosis of diferent etilogies is associated with a high morbidity and morbility
rates. Particularly the treatment with mesenquimal stem cells and
prediferenciated into hepatocytes in vitro, could be usefull to reduce the
secondary complications of the chronic liver diseases of biliary origin in the

humans.

Key-words: cholestasis, microsurgery, portal hypertension, ascitis,

inflamation, mesenquimous adipocitic stem cells, Isotransplant, Xenotransplant.
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I. INTRODUCCION

1. COLESTASIS EXTRAHEPATICA: UNA PATOLOGIA LOCAL Y
SISTEMICA

La colestasis se define como una alteracion en la formacién de bilis por el
higado (Pollheimer y cols., 2014) o bien, en el drenaje biliar en el intestino
(Gossard 2013) y se clasifica en extrahepética e intrahepatica (EASL, 2009;
Jingst y Lammert, 2013). La causa de la colestasis intrahepatica reside en el
higado en tanto que el término extrahepatico implica la obstrucciéon de la via
biliar fuera del parénquima hepatico (Li y Crawford 2004; Hirschfield y cols.,
2010) (Tabla 1) Los principales sintomas y signos de la colestasis, tanto intra-
como extrahepatica, son similares. En particular, la ictericia y el prurito son
caracteristicas clinicas de ambos tipos de colestasis, siendo frecuente que las
alteraciones bioquimicas plasmaticas precedan su instauracion (Ramapa y
Aithal, 2011; Gossard 2013). Para realizar el diagnostico diferencial entre la
colestasis intra- y extra-hepatica es precisa una cuidadosa evaluacion de sus
caracteristicas clinicas, serologicas e histopatoldgicas, asi como de diversas
pruebas de imagen (Li y Crawford 2004; Briggs y Peterson, 2007; Gossard
2013).

El impacto clinico de la insuficiencia hepética es relevante porque la
prevalencia mundial de cirrosis estd aumentando y porque, a su vez, es la
principal causa de carcinoma hepatocelular (Russo y Parola, 2012). En
particular, los datos epidemiolégicos demuestran un preocupante incremento de
cirrosis hepéatica secundaria a infeccion crénica por el virus de la hepatitis B o C,
por el consumo de alcohol y por la enfermedad hepética por depoésito de grasa
(Poynard y cols., 1997, Parola y cols., 2008). La progresion fibrogénica de la

insuficiencia hepética crénica se comprueba por los aspectos siguientes:

1. Se estima que aproximadamente 180 millones de pacientes sufren
insuficiencia hepatica crénica en el mundo, siendo las causas fundamentales
en los paises occidentales la hepatitis crénica por virus C, seguida y/o
asociada al abuso del consumo de alcohol. La hepatitis crénica por virus B y
C son también predominantes en Africa y Asia. Un 25-30% de éstos
pacientes desarrollaran fibrosis significativa y, eventualmente cirrosis.

Ademaés la obesidad y la diabetes epidémicas aceleran la progresion de las
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patologias hepaticas cronicas y constituyen por si mismas una causa de
cirrosis en el contexto de la evolucion de la esteatohepatitis no-alcohdlica
Novo y cols., 2014).

Méas de un millébn de muertes al afio, lo cual representa un 2% de todas las
muertes, y 31.027.000 incapacidades ajustadas a los afios de vida son
secundarias a cirrosis hepatica. La cirrosis producida Unicamente por abuso
de alcohol es responsable de 493.000 muertes anuales y 14.544.000
incapacidades ajustadas a los afos de vida (Rehm y Shield, 2014)

Ademas, entre las patologias del tracto gastrointestinal, la cirrosis hepética
es la causa de muerte mas frecuente de origen no tumoral en Europa y USA,
constituye la séptima causa de muerte en los paises occidentales (Novo y
cols., 2014)

El carcinoma hepatocelular, un tipo de cancer muy agresivo, que representa
el 5° tipo de tumor mas frecuente, que cursa a su vez con un 85-90% de
mortalidad (Gupta y cols., 1999), siendo la tercera causa de muerte por
cancer en todo el mundo, casi siempre tiene su origen en un higado cirrético,
e incluso sobre una fibrosis biliar (EI-Serag, 2011). El indice anual de
progresion de cirrosis a carcinoma hepatocelular varia dependiendo de su
etiologia, pero se ha estimado en un 2-3% al 7-8% de los pacientes.

Los datos epidemiolégicos predicen un pico de incidencia de insuficiencia
hepatica descompensada y de carcinoma hepatocelular en la proxima
década (Rosselli y cols. 2013; Rehm y Shield, 2014), en paralelo con un
descenso del numero de higados donantes para trasplante hepético que,
actualmente, es el Unico tratamiento eficaz para los enfermos cirréticos.

La progresion de una insuficiencia hepatica crénica hacia la cirrosis se
produce al menos después de 10 a 15 afios de evolucion y, a veces requiere
incluso hasta 30 afos, pero puede ser extremadamente rapida en algunos
tipos de patologia hepatica, en particular, en los nifios con atresia biliar, en
pacientes con recurrencia del virus de la hepatitis C después del trasplante
hepatico o en pacientes co-infectados con virus de la hepatitis B 'y C
(Friedman, 2008; Rosselli y cols. 2013; Rehm y Shield, 2014; Novo y cols.,
2014). Se consideran factores predictivos del desarrollo de fibrosis y cirrosis
avanzadas el sexo masculino, la edad inferior a 50 afios, la ingesta diaria de
alcohol, el contenido hepético de hierro, la obesidad y la diabetes mellitus,
asi como factores individuales relacionados con la capacidad de respuesta

inmune y el metabolismo de téxicos (Novo y cols., 2014).
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Respecto de la colestasis extrahepatica en el ser humano, su etiologia es
la obstruccion mecanica de la via biliar extrahepética, desde los conductos
hepaticos, derecho e izquierdo, el conducto hepéatico comin o el colédoco
(Gossard y Talwakar, 2014). Dicha obstruccion puede ser causada a su vez por
malformaciones biliares (Nakamura y Tanoue 2013), litiasis (Li y Crawford 2004;
Hirschfield y cols, 2010), tumores biliares (Hirschfield y cols, 2010) o compresion
extrinseca de la via biliar (Suarez y cols, 2013) (Tabla 1). Con independencia de
su etiologia, la colestasis extrahepatica se manifiesta clinicamente por ictericia,
coluria, acolia y prurito (Imam y cols., 2012; Gossard 2013). Las alteraciones
bioquimicas séricas se relacionan principalmente con la retenciéon sanguinea de
todas las sustancias normalmente excretadas en la bilis (Ramappa y Aithal,
2011). Asi, al incremento sérico de bilirrubina y acidos biliares se asocian
elevadas concentraciones séricas de fosfatasa alcalina, y-glutamil transferasa,

5"-Nucleotidasa y colesterol (Li y Crawford 2004; Ramappa y Aithal, 2011).

La inflamacion hepética es una consecuencia importante de la colestasis
extrahepatica. Entre las alteraciones inflamatorias hepaticas de la colestasis
obstructiva destacan el edema con infiltracion leucocitaria de los tractos portales
y la proliferacién de las células epiteliales biliares con fibrosis portal (Saito y
Maher 2000; Tacke y cols, 2009). En particular, el término fibrosis biliar, define
un patrén hepatico consistente en la asociaciéon de proliferacion ductular biliar y
de los miofibroblastos periductulares entre las areas portal y hepatocitaria o
parenquimatosa que causa el desarrollo de septos fibrosos porto-portales
(Parola y Pinzani 2009). Finalmente, la inflamacion hepética crénica secundaria
a la colestasis extrahepatica induce la progresion secuencial de fibrosis a cirrosis
y culmina en el desarrollo de un carcinoma hepatocelular (Aller y cols, 2010c;
Pinzani y cols, 2011). EI mecanismo exacto por el cual la inflamacion induce
cancer no esta aun perfectamente definido, pero factores de transcripcion, como
el NF-kB, el STAT3 y JNK., y el inflamosoma, un complejo multiproteico que
actia como sensor de lesion celular, se han implicado recientemente en éste
mecanismo de transformacion celular maligna. Las alteraciones claves de la
cirrosis son necroinflamacion, depdsito de matriz extracelular y acortamiento de
de telomeros, todo lo cual comporta procesos inmunomoduladores, como la
senescencia y la regeneracion celular, que podrian ser la causa de la progresion

tumoral de la cirrosis hepéatica (Ramakrishna y cols., 2013).
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El higado estd compuesto por dos tipos de células epiteliales, los
hepatocitos y los colangiocitos. Estos ultimos, aunque solo constituyen del 3 al
5% de todas las células del parénquima hepdético, desarrollan un papel
fisioldégico clave durante el transito de la bilis a lo largo de la via biliar, que
implica la la secrecion y absorcion de agua, electrolitos, como el Cloro y el
bicarbonato, y de otros solutos organicos, principalmente la bilirrubina (Glaser y
cols., 2010; Pollheimer y cols., 2014). La integracion de estimulos prosecretorios
(Secretina, Glucagon, Polipeptido Intestinal Vasoactivo, VIP, Acetilcolina y
Bombesina) con los anti secretorios (Somatostatina y Endotelina-1) implica a
Adenilil-ciclasas transmemebrana que regulan la concentracién intracelular de
Monofosfato ciclico-3",5". El transporte de proteinas basolateral (sinusoidal) y
acanalicular (apical) conduce los acidos biliares desde la sangre sinusoidal hacia
el canaliculo, lo cual se denomina circulacion enterohepatica (Hirschfield y cols.,
2010).

Durante las Ultimas tres décadas los colangiocitos se han considerado
como una heterogénea y altamente dindmica poblacién celular implicada en la
adaptacion del higado a la agresion (Marzioni y cols., 2010; O hara y caols.,
2013). En respuesta a la agresién, los colangiocitos liberan multiples
mediadores inflamatorios, en particular citoquinas y quimioquinas (Factor de
Necrosis Tumoral-alfa;TNF-a, Interleuquina-6, IL-6, e Interleuquina-8, IL-8),
factores de crecimiento (Factor de crecimiento derivado de plaguetas, PDGF,
Factor de crecimiento de endotelio vascular, VEGF y Factor de crecimiento
transformador-beta, TGF-B); morfégenos, como Hedgehog y Notch, y expresan
moléculas de adhesién que facilitan el reclutamiento, localizacion y modulacion
de la respuesta inmunitaria en el tracto biliar y el higado (Syal y cols, 2012;
O’hara y cols., 2013). Estas moléculas funcionan de forma autocrina/paracrina
induciéndo fenébmenos celulares, como la proliferacion, apoptosis,
vasculogénesis y fibrosis, que se asocian con la respuesta de reparacion biliar
(Syal y cols, 2012). En éste sentido, algunas células mesenquimales derivadas
de epitelio sufren una transicion mesenquimo-epitelial, revirtiendo a células
epiteliales que posteriormente pueden diferenciarse en colangiocitos o en
hepatocitos (Hirschfield y cols., 2010). Asi, la modulacion de la funcion y
supervivencia de los colangiocitos, favorece, tanto su proliferacion, como la
diferenciacién de los fibroblastos portales y células estrelladas hepaticas en
miofibroblastos, lo que explicaria la concomitante respuesta proliferativa biliar y

fibrosante en la fibrosis/cirrosis biliar (Syal y cols, 2012; Park, 2012).
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Tabla 1: ETIOLOGIA DE LA COLESTASIS EXTRAHEPATICA

- Atresia biliar extrahepatica
- Litiasis biliar
- Lesiones inflamatorias.
* Colangitis esclerosante primaria y secundaria
* Estenosis postoperatorias
~ Colédoco
A Esfinter de Oddi

* Biliopatia hipertensiva portal por obstruccion extrahepética de la vena porta.

* Pancreatitis
"N Aguda
A Cronica
* Pseudoquistes pancreaticos
- Tumores
* Intrinsecos
~ Benignos — Papilomas
" Malignos — Colangiocarcinomas
- Extrinsecos
A Pancreaticos
A Gastricos
" Metastasis ganglionares hiliares hepaticas
A Lifomas: Enfermedad de Hodgkin
- Causas inusuales
* Quistes del colédoco
* Abscesos amebianos
* Diverticulos duodenales
* Infecciones parasitarias: Ascariasis, fascioliasis

* Hemobilia

Sherlock S. Cholestasis. En: Diseases of the Liver and Biliary System. Ed. Sherlock S.
Blackwell Scientific Publications. London 1989; 82 Edicion. Chapter 13; pp. 248-272.

A su vez, las interacciones epitelio-mesenquimales desempefian una
importante influencia en la evolucion de las colangiopatias cronicas. Incluso se
ha sugerido que los colangiocitos como los hepatocitos, pueden transformarse

en células mesenquimales mediante un proceso de transicion epitelio-
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mesenquimal, en cuyo caso este proceso podria también contribuir a la
generacion de miofibroblastos y, por tanto, a la produccion de fibrosis biliar
(Fabris y Strazzabosco, 2011; Park, 2012).

Se podria concluir que la colestasis extrahepética, comparte con otros
tipos de colangiopatias la existencia de proliferacion biliar, ductopenia por
inhibicion de la proliferacion o por apoptosis, fibrosis biliar y carcinogénesis
(Marzioni y cols., 2010; Park, 2012; Syal y cols, 2012; O haray cols., 2013).

Una complicacién frecuente de la colestasis extrahepatica es la infeccion
bacteriana con colangitis y posterior formacion de abscesos. Charcot ya
describié en 1877 la triada clinica de fiebre, ictericia y dolor en el hipocondrio
derecho que se asocia a la colangitis secundaria a litiasis o0 estenosis del
colédoco (Lipsett y Pitt 1990). La obstruccion del flujo biliar induce alteraciones
en la respuesta inmune local del huésped, incluyendo defectos de la quimiotaxis
y de la fagocitosis, asi como de la funcién de las células de Kupffer y por la
existencia de circulacion colateral portosistémica, que evita el transito del flujo
portal por el higado, unidas a alteraciones sistémicas (Navaneethan y cols.,
2011). La ausencia de bilis y de la secrecion de IgA en el tracto gastrointestinal,
como consecuencia de la colestasis obstructiva, induce cambios en la flora
bacteriana intestinal, pérdida de la integridad de la mucosa, disminucién de la
inactivacion de Endotoxina (LPS), con sobre crecimiento bacteriano, bacteriemia
portal, endotoxemia y traslocacién de LPS al higado, todo lo cual puede producir

colangitis y finalmente sepsis en éstos pacientes (Navaneethan y cols., 2011).

Las infecciones bacterianas son frecuentes en los pacientes con
insuficiencia hepatica crénica con independencia de su etiologia. Las infecciones
mas frecuentes son la peritonitis bacteriana espontanea, las infecciones urinarias
y la neumonia, que en el 80% de los casos son causadas por bacilos gram-
negativos y, en particular, por Escherichia coli, lo que sugiere que estos
episodios infecciosos que sufren éstos pacientes son de origen entérico (Bellot y
cols, 2013). El paso de bacterias viables desde la luz intestinal, a través de su
pared, hasta los ganglios linfaticos mesentéricos y otros tejidos y 6rganos de la
economia, es un mecanismo patogénico aceptado para explicar el desarrollo de
las infecciones bacterianas en el paciente con insuficiencia hepatica croénica vy,
por tanto, en los pacientes con colestasis extrahepatica. Este fenomeno fue
originalmente descrito por Berg y Garlington en 1979 (Berg y Garlington, 1979).

Los mecanismos que favorecen la traslocacion bacteriana intestinal asociados a



INTRODUCCION

la insuficiencia hepatica cronica son, al menos, tres: el excesivo crecimiento de
las bacterias intestinales, el incremento de la permeabilidad intestinal y el
deficitario sistema inmunoldgico del tejido linfoide intestinal compuesto por las
placas de Peyer, los linfocitos y las células dendriticas de la lamina propia, los
linfocitos intraepiteliales y los ganglios linfaticos mesentéricos (Bellot y cols,
2013).

Otra grave consecuencia de la colestasis extrahepatica en particular
cuando se cronifica, es la hipertension portal. Las complicaciones clinicamente
significativas de la hipertension portal, se considera que se producen cuando el
gradiente de presién venosa hepética es superior a 10 mmHg (Mifiano y Garcia-
Tsao 2010). Entre estas complicaciones destacan la encefalopatia hepatica, la
ascitis, el sindrome hepatorrenal y las varices gastroesofagicas que son causa
de hemorragia, asi como de una creciente mortalidad con cada episodio
hemorragico (Rahimiy Rockey 2011; Abraldes y cols., 2012).

Sin embargo, la alteracion mas representativa de la afectacién hepatica
cronica, incluyendo la secundaria a colestasis extrahepatica, es la existencia de
circulacion hiperdinAmica tanto esplacnica como sistémica. La circulacion
hiperdinamica se atribuye tanto al incremento de sustancias vasodilatadoras
circulantes como a una reducida respuesta a sustancias vasoconstrictoras

(Iwakiri y Groszmann 2006; Laleman 2009).

En esencia, las alteraciones hemodinamicas asociadas a la insuficiencia
hepatica cronica, hipertensién portal y traslocaciébn bacteriana, sugieren la
existencia de un sindrome de respuesta inflamatoria sistémica de origen
multifactorial (Aller y cols, 2007a; Thabut y cols, 2007a; Tandon y Garcia-Tsao
2008; Cazzaniga y cols, 2009; Abdel-Khalek y cols, 2011). En este caso, las
complicaciones propias de la colestasis extrahepatica, tanto locales o hepéticas
(fibrosis/cirrosis biliar), regionales o esplacnicas (hipertension portal, circulacién
colateral portosistémica, traslocacion bacteriana intestinal, ascitis) y generales o
sistémicas (encefalopatia hepética, sindrome hepatorrenal) por su naturaleza
inflamatoria, podrian ser integradas para su estudio etiopatogénico y, por tanto,
en la investigacién de nuevos y mas eficaces tratamientos (Jalan y Williams
2002; Coltart y cols, 2013).
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2. MODELOS EXPERIMENTALES PARA EL ESTUDIO DE LA COLESTASIS
EXTRAHEPATICA

La colestasis extrahepatica cursa con una elevada incidencia de
morbilidad y mortalidad (Gossard y Talwalkar; 2013) Las graves alteraciones
hepaticas, esplacnicas y sistémicas que produce la ictericia obstructiva, justifica
la creacion de modelos experimentales que permitan el estudio de sus
mecanismos patogénicos, con el objetivo de instaurar eficaces medidas

profilacticas y terapéuticas (Aller y cols, 2008b).

Los dos modelos experimentales mas utilizados en la actualidad para el
estudio de la cirrosis/fibrosis biliar son la ligadura y seccion del colédoco y la
administracién de CCl,, pero el primero se considera mejor que el segundo
porque se evita la toxicidad que comporta éste producto quimico para los
investigadores y porque, ademas el tiempo requerido para la obtencién de
fibrosis biliar es mucho mas corto cuando se secciona el colédoco (Guimaraes
Marques y cols., 2012). La colestasis obstructiva inducida por la ligadura y
seccion del colédoco se considera el modelo experimental mas grave de
colestasis porque induce la interrupcion brusca y completa del drenaje biliar
(Pollheimer y cols., 2014). En ésta situacién acontece la inhibiciébn predominante
del receptor nuclear Farnoside X (FXR), un sensor nuclear hepatocelular de las
sales biliares implicado en la sintesis de bilis por los hepatocitos, como
consecuencia de la elevada concentracion intracelular de sales biliares. FXR, a
su vez inhibe la expresion de un polipeptido cotransportador de Taurocolato
sédico (NTCP), expresado en la membrana basocelular de los hepatocitos que
es responsable de la captacion de sales biliares por los hepatocitos en contra de
un gradiente de concentracion. Estos hallazgos se han interpretado como una
respuesta adaptativa del higado para reducir el efecto citotoxico de las sales
biliares sobre los hepatocitos sometidos a estrés (Pollheimer y cols., 2014). Por
ello, el modelo experimental mas frecuentemente utilizado de ictericia obstructiva
es el resultante de la ligadura y seccion del colédoco en la rata, aunque también
se ha desarrollado en conejos y ratones (Katsuta y cols, 2005; Abraldes y cols,
2006; Geerts y cols., 2008; Liedtke y cols. 2013). Ademas, de la ligadura y
seccion del colédoco, se han utilizado otros métodos como modelo experimental
de colestasis neonatal, como la inyeccion intrabiliar de esclerosantes y superglue
en ratones, hamsteres, ratas y minipigs, que permiten estudiar las
consecuencias metabdlicas de la colestasis en ésta etapa de la vida. (Petersen y
Davenport, 2013).
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La fibrosis hepatica cronica es un problema de salud de proporciones
significativas. El desarrollo experimental de modelos preclinicos, en particular en
el raton, han proporcionado una plétora de posible alternativas terapéuticas. Sin
embargo, el higado del ratén no es un buen modelo de lesién hepética en el ser
humano y los esfuerzos realizados para trasladar sus resultados a la fibrosis
hepatica humana han sido improductivos hasta la actualidad (Friedman 2010;
Bissell 2011; Ellis y Mann 2012). Ademas, la rata es el animal de eleccion ya que
no posee vesicula biliar, en tanto que en el raton, la oclusion del colédoco
produce una gran dilatacion de la vesicula biliar que puede causar su perforacién
y coleperitoneo (Abraldes y cols, 2006), lo que exige ligadura del conducto

cistico o bien colecistectomia previa a la colestasis (Aller y cols,2008a)(Figura 1).

Figura 1. A. Diseccién de la via biliar extra hepatica en el ratéon. B.Colecistectomia
durante la realizacion de colestasis extra hepatica microquirdargica en el raton (Aller y
cols. Extrahepatic Cholestasis. En: Microsurgery In Liver Research, Aller MA; Arias J.
Eds. Bentham Scientific Publishers, 2009 b, pp 137-156.)

En el ratén, la transeccion del conducto colédoco entre ligaduras,
asociado a colecistectomia, también permite conseguir un modelo para el

estudio de la fibrosis biliar, aunque coexiste una extensa necrosis hepética
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(Heinrich y cols, 2011). Para evitar ésta grave lesion hepatica se ha propuesto la
realizacion de una ligadura parcial del colédoco, que consiste en la ligadura
conjunta del colédoco y una aguja quirargica de 7-0. Posteriormente, se retira la
aguja y asi persiste una estenosis graduada del colédoco que produce a los 14
dias de evolucion, proliferacion biliar pero evita la necrosis del parénquima
hepatico (Heinrich y cols, 2011). Para evitar ésta complicacion, otros grupos de
investigacion utilizan el modelo de ligadura y seccién del colédoco, pero en

ratones transgénicos (Tiao y cols., 2014; Marzioni y cols., 2014).

En el ratén, la ligadura y seccion del colédoco induce un incremento
brusco de la presién en la via biliar, y ya a las 8 horas de evolucion se produce
una intensa infiltracién de neutréfilos, que es la respuesta inmune predominante
haste el tercer dia (Georgiev y cols. 2008). A continuacion, entre el 2°-3° y 5°
dias se produce una respuesta proliferativa de los colangiocitos, como parte de
la reaccién ductular, y de los hepatocitos (Georgiev y cols. 2008; Pollheimer y
cols., 2014). Estas lesiones agudas se acompafian con una aumento delas
concentraciones séricas de AST, ALT, TGP, bilirrubina y fosfatasa alcalina, asi
como de una continua reparacion tisular hepatica (Georgiev y cols. 2008). Los
colangiocitos en proliferacion  secretan citogquinas y  quimioquinas
proinflamatorias, con reclutamiento de neutréfilos que contribuyen a la lesion del
higado colestisico mediante la generacion de especies reactivas de oxigeno ya
a los tres dias del postoperatorio desde los cinco dias posteriores a la
intervencion se forman infartos biliares y un intenso edema periportal, que se
acompafa de la infiltracion de gran numero de neutréfilos CD11-b positivos
alrededor y en el interior de los infartos biliares, asi como en los tractos portales
(Pollheimer y cols., 2014). A las dos semanas de evolucion se produce un
marcado incremento del depdsito hepético de colageno y de la infiltracion por
linfocitos y células de Kupffer, que se cree reducen la agresion aguda hepética
liberando IL-6, que posee un importante efecto anti-apoptético, importante para
la regeneracion hepatica (Pollheimer y cols., 2014). Posteriormente, el nimero
de células estrelladas activadas y la expresion de TGF-@3, de inhibidor tisular de
Metaloproteasa | (TIMP-I) y de Procolageno | disminuyen vy la fibrosis biliar se

estabiliza hasta la sexta semana del postoperatorio (Georgiev y cols. 2008).

Por el contrario, en la rata la técnica quirtrgica de ligadura y seccién del
colédoco es sencilla ya que, al ser una técnica macroquirdrgica, no requiere
medios de magnificacién para su realizacion. En esencia, y tras laparotomia

media o subcostal derecha, se diseca el colédoco y se reseca entre dos
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ligaduras. Sin embargo, las ratas con colestasis extrahepatica macroquirdrgica
desarrollan un pseudoquiste biliar hiliar por dilatacion del extremo proximal
ligado del colédoco, que se infecta por microorganismos Gram-negativos, y los
animales fallecen durante las dos primeras semanas de evolucion postoperatoria
por sepsis secundaria a la existencia de mdltiples abscesos intraperitoneales,
hepaticos y pulmonares (Aller y cols, 1993c; Aller y cols, 2004a; Aller y cols,
2009a; Llamas y cols., 2010). En este modelo experimental también se ha
descrito el desarrollo de fibrosis biliar por lo que ha sido considerado apropiado
para el estudio de la patologia humana secundaria a la atresia biliar
extrahepatica y la colangitis esclerosante primaria (Petersen 2012; Marzioni y
cols. 2014).

Las especiales caracteristicas anatémicas del higado de la rata,
multilobulado, y cada l6bulo poseen su propia vascularizacién portal y arterial,
asi como un drenaje biliar y venoso individualizado, permite mediante la
utilizacion del microscopio operatorio realizar una nueva técnica de colestasis

extrahepatica.

Figura 2. Diseccion, ligadura y seccion de los conductos biliares de los I6bulos medio y
lateral izquierdo en el raton (Aller y cols. Extrahepatic Cholestasis. En: Microsurgery In
Liver Research, Aller MA; Arias J. Eds. Bentham Scientific Publishers, 137-156;2009 b).

La técnica microquirdrgica de colestasis extrahepatica en la rata permite
la reseccion de la via biliar extrahepatica que incluye el colédoco, hasta el inicio

de su porcion intrapancredtica, en continuidad con los conductos biliares que

12



INTRODUCCION

drenan cada uno de los I6bulos hepaticos (Figuras 2 y 3) (Aller y cols, 1993a;
Lorente y cols, 1995; Aller y cols, 2009a; Aller y cols, 2009b; Aller y cols, 2010a;
Aller y cols., 2012a). Con ésta técnica microquirirgica, la inexistencia de via
biliar extrahepética residual previene la formacion de pseudoquistes biliares
hiliares, asi como de abscesos abdomino-toracicos y reduce la mortalidad
respecto al modelo clasico de ligadura y seccion del colédoco (Aller y cols,
1993a; Aller y cols, 2004a; Aller y cols, 2009a; Aller y cols, 2009b; Aller y cols,
2010a).

Figura 3. Técnica de la colestasis extrahepatica microquiriirgica en la rata. En el dibujo
de la izquierda se representa la via biliar extrahepatica del higado de la rata (a). En el
dibujo de la derecha (b), tras la reseccion microquirdrgica de la via biliar extrahepatica,
se observan los conductos lobulares hepéticos ligados a ras del parénquima hepatico.

Este modelo de colestasis extrahepatica microquirdrgica, al conseguir
mayor supervivencia, también permite obtener a mas largo plazo un nuevo
modelo de fibrosis hepatica que puede ser de gran utilidad para el estudio de
nuevas terapias antifibrogénicas. A este respecto, se debe considerar que
durante la evolucién de la colestasis extrahepatica en la rata existen dos fases.
La fase evolutiva precoz que se extiende hasta la cuarta semana del periodo
postoperatorio, y la fase evolutiva tardia que comprende las posteriores semanas
de supervivencia (Assimakopoulos y Vagianos 2009). Asi, cuando la ictericia
obstructiva es aguda, la colemia predomina sobre la lesién del parénquima
hepético y no existe aun hipertension portal ni cirrosis, si bien se producen
efectos inotropicos y cronotropicos negativos cardiacos, hipotension arterial y

vasodilatacion periférica (Hajrasouliha y cols, 2004; Moezi y Dehpour; 2013;) y
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se altera la respuesta vasoconstrictora simpatica (Jacob y cols, 1993; Moezi y
Dehpour; 2013). Parece que la disfuncion cardiaca es secundaria
fundamentalmente a la accidn de los acidos biliares, unidos al aumento de oxido
nitrico (NO), de opioides enddgenos y de endocanabinoides (Moezi y Dehpour;
2013) Ademas, el acumulo de acidos biliares causa una intensa diuresis y
natriuresis que pueden incluso producir grave hipovolemia (Kramer 1997). Como
consecuencia, se producen hipotension arterial y disfuncién renal prerrenal
(Kaler y cols; 2004) que es agravada por la endotoxemia que acompafia a éste

modelo experimental (Abraham y cols., 2008).

A su vez, durante la fase evolutiva considerada cronica, esto es, superior
a las cuatro semanas del postoperatorio, no solo existe colemia, endotoxemia y
translocacion bacteriana intestinal (Clements y cols, 1998; Ara y cols., 2006) sino
también una significativa patologia hepatica con fibrosis/cirrosis biliar,
hipertensién portal y ascitis (Abraldes y cols, 2006; Georgiev y cols., 2008; Aller y
cols. 2009b; Han y cols., 2014; Mejias y cols; 2014; Yang y cols, 2014) que se
asocia con una lesion renal similar fisiopatolégicamente al sindrome hepatorrenal
de los enfermos cirréticos. Los modelos de colestasis extrahepatica, tanto
macroquirargicos, por ligadura del colédoco, como microquirdrgicos por
reseccion de la via biliar extrahepatica, cursan a largo plazo (42 a 6% semana del
postoperatorio) con hepatomegalia, fibrosis biliar, infiltracion leucocitaria de los
espacios portales hepaticos y muerte de los hepatocitos por necrosis vy
apoptosis, aunque no se observa la pérdida de la estructura normal hepatica con
la formacion de nédulos de regeneracion delimitados por septos fibrosos y
remodelacién vascular, descrita por algunos autores inicialmente (Kountouras y
cols, 1984). Por esta razén, no es apropiado conceptuar estos modelos
experimentales como productores de cirrosis en esta fase evolutiva. Por el
contrario, en la actualidad se acepta que los cambios histopatol6gicos
constituyen una fibrosis biliar (Aller y cols, 1993a; Aller y cols, 2004b; Liedtke y
cols., 2013).

Tanto las alteraciones en la fase precoz como en la fase tardia o a largo
plazo, de este modelo experimental, validan su empleo para el estudio de los
mecanismos fisiopatolégicos de la colestasis extrahepatica asi como para la
investigacion de nuevos y mas eficaces tratamientos de ésta grave patologia

hepatica (Assimakopoulos y Vagianos 2009).
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Para la puesta a punto de la técnica microquirdrgica de la colestasis
extrahepatica en la rata, se ha estudiado previamente la anatomia de la via biliar
extrahepatica, descrito sus variaciones anatomicas (Lorente y cols, 1995), la
incidencia de infecciones postoperatorias (Aller y cols, 1993a) asi como se ha
estandarizado una microtécnica de facil aprendizaje y minima mortalidad
atribuible a su ejecucion. El estudio del modelo experimental se ha
fundamentado en la valoracion de la patologia hepatobiliar, con el grado de
fibrosis y proliferacion biliar de los higados colestasis (Aller y cols, 2004a; Aller y
cols, 2004b) y de las alteraciones bioquimicas plasmaticas propias de la lesion
hepatobiliar (Aller y cols, 2008a), asi como de las alteraciones del metabolismo
oxidativo hepato-intestinal (L6pez y cols, 1999) y cerebral (Garcia-Moreno y cols,
2002) vy, por dultimo, la respuesta inflamatoria esplacnica mediante la
determinacion de las concentraciones de citoquinas pro y anti-inflamatorias en
higado, bazo, ganglios linfaticos mesentéricos e ileon (Garcia-Dominguez y cols,
2010). La utilizacion profilactica de antibiéticos de amplio espectro (Ceftazidima
50 mg/kg) y la administracibn semanal de vitamina K (8 mg/kg i.m.) reduce la
mortalidad precoz de las ratas con colestasis extrahepatica (Beck y Lee 1995;
Akimoto y cols, 2005; Abraldes y cols, 2006). En particular, en las ratas con
colestasis obstructiva microquirdrgica la supervivencia es superior a las ocho
semanas y, por tanto, los resultados pueden ser mas facilmente extrapolados a
la clinica humana, que se suele caracterizar por la evolucién crénica de la

colestasis extrahepética.

Las alteraciones extrahepaticas son mdltiples en la colestasis
extrahepatica experimental en la rata, con independencia de la técnica quirargica
empleada. Destacan la ictericia, la coluria (Huang y cols, 2003; Aller y cols,
2004b), la hipertensién portal con esplenomegalia y circulacion colateral
portosistémica (Aller y cols, 1993b; Huang y cols, 2003; Aller y cols, 2004b; Chan
y cols, 2004; Katsuta y cols, 2005), la insuficiencia renal (Assimakopoulos y
Vagianos 2009), la encefalopatia hepatica (Garcia-Moreno y cols, 2002;
Assimakopoulos y cols, 2010; Eslimi y cols, 2011; Leke y cols., 2012; Leke y
cols., 2013; Jover-Cobos y cols., 2014) y al final de este periodo considerado
cronico, 62 semana del postoperatorio, la ascitis (Aller y cols, 2010a; Aller y cols,
2010c). Por lo tanto, la colestasis extrahepatica experimental no solo es un
modelo apropiado para el estudio de la patologia hepatica secundaria a la

obstruccién biliar, sino que también reproduce las alteraciones esplacnicas y
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sistémicas que son propias de la ictericia obstructiva cronica en la clinica

humana.

También se ha descrito un modelo experimental quirdrgico de ictericia
obstructiva parcial, que consiste en la seccion entre ligaduras de los conductos
biliares de los lébulos hepaticos medio, lateral derecho y caudado, dejando
intacto el correspondiente al I6bulo lateral izquierdo, que no sufre por tanto
obstruccion biliar (Polimeno y cols, 1995). La colestasis selectiva lobular permite
la supervivencia a largo plazo de los animales, aunque no evita que los I6bulos
hepaticos colestasicos sufran proliferacion biliar, discreta proliferacion
hepatocitaria e infiltracion por células inflamatorias. Sin embargo, un hallazgo
inesperado en éste modelo de colestasis selectiva ha sido la existencia de
proliferacion biliar en el lébulo lateral izquierdo, que no sufria colestasis
obstructiva. Este inopinado resultado también ha sido demostrado por otros
autores cuando se ligan selectivamente solo los conductos biliares de los I6bulos
medio y lateral izquierdo (Tannuri y cols., 2012). La conclusién es que la
ligadura selectiva biliar induce alteraciones, evidenciadas por el aumento de
expresion de a-SMA, una proteina relacionada con la fibrogénesis hepética,
tanto en el parénquima hepatico colestésico, como en el adyacente no sometido
a obstruccion biliar. Estas alteraciones generalizadas hepaticas serian mediadas

por via paracrina y/o endocrina (Polimeno y cols, 1995; Tannuri y cols., 2012).

La colestasis experimental, en particular de localizacion extrahepatica, se
ha considerado un modelo apropiado para el estudio de los mecanismos
implicados en la produccion de atresia biliar en la clinica humana (Aller y cols,
2008a).

Sin embargo, otros modelos experimentales no quirdrgicos, se han
propuesto como alternativas validas. En patrticular, los modelos de atresia biliar
de etiologia virica en ratones, mediante la inoculacion intraperitoneal de varios
serotipos de reovirus o rotavirus de monos Rhesus, que causan acumulo de
células asesinas naturales (NK cells) y de células presentadoras de antigeno
alrededor de los conductos biliares y una respuesta mediada por células T, con
inflamacién del higado y de los conductos biliares e ictericia (Leonhardt y cols,
2010). Estas células inflamatorias inducen una respuesta inmune mediada por
células T, mediante la expresion de antigensos del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad, (MC), tanto de clase | (para células CD8" citot6xicas), como

de clase Il (para células T ayudantes o helper CD4") (Petersen y Davenport,

16



INTRODUCCION

2013). Las células CD4" , activadas por IL-12, producen una respuesta Thi,
liberando mudltiples citoquinas, como IL-2, IFN-y, IFN-a, IFN-B, quimioquinas,
como CXCL 9, CXCL 10 y CCL5 y otros mediadores pro-inflamatorios, como
Stat 1, Granzyme A y B u Osteopontin. Recientemente, se ha demostrado
también el desarrollo de una respuesta Th2, asi como de células T-reguladoras
(Treg) que causan una lesion epitelial biliar (Petersen y Davenport, 2013). Una
cuestion clave es que mecanismos desarrollados en éste modelo experimental
en el raton pueden ser extrapolados a la atresia biliar en el ser humano. Una
diferencia fundamental es que estos ratones fallecen antes de desarrollar una
fibrosis biliar grave. Por ello, optimizar este modelo experimental infecciosos en
el ratbn es un objetivo prometedor para comprender los mecanismos
etiopatogénicos de ésta grave enfermedad y asi, conseguir una investigacion

translacional efectiva (Petersen y Davenport, 2013).

La atresia biliar produce colestasis neonatal y se manifiesta por una
inflamaciéon progresiva y fibrosis de la via biliar intra- y extra-hepética que
evoluciona hacia una cirrosis devastadora que amerita la realizacion de un
trasplante hepético en la mayoria de los nifios. Estudios en ratones y en el ser
humano sugieren una potencial infeccién virica colangiotropica perinatal como el
iniciador de la lesion de los conductos biliares en la atresia biliar, en tanto que la
respuesta inmune adaptativa y autoinmune serian los responsables de la
progresion de la enfermedad (Mack, 2007). La presencia de rotavirus, ademas
de en éstos modelos experimentales, se ha confirmado en nifios con atresia
biliar (Hertel y Estes, 2012).

Todos los modelos experimentales de colestasis previamente citados son
realizados durante el periodo postnatal y, por esta razon, se considera que,
aunque permiten estudiar las consecuencias metabodlicas de la colestasis y la
patogenia de la colangitis, ho aportan conocimiento al mecanismo productor de
la atresia biliar. Por esta razén, se han desarrollado modelos prenatales que se
asemejan a la atresia biliar en nifios, ya ligando el conducto colédoco en
corderos a los 80 dias de gestacion o por ligadura de la arteria hepatica en
conejos fetales, que produce isquemia selectiva de la via biliar intrahepatica
(Petersen and Davenport, 2013). También se ha ensayado la administracion de
téxicos, por ejemplo derivados de setas Amanita phalloides, y farmacos, asi
antihelminticos, como el 1,4-fenilendiisotiacianato, a ratas Wistar gestantes que
producen ictericia en las ratas recién nacidas. En estos modelos postnatales se

consigue la produccion de ictericia con inflamacion y dilatacion de las vias
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biliares intrahepaticas (Petersen and Davenport, 2013). Sin embargo, respecto
de esta patologia congénita, los modelos experimentales son apropiados para el
estudio de las consecuencias hepaticas y extrahepaticas de la colestasis,
aunque no para el estudio de los mecanismos productores de atresia biliar
(Petersen 2012).

3. FISIOPATOLOGIA DE LA COLESTASIS: RESPUESTA
INFLAMATORIA HEPATICA

Las alteraciones hepaticas secundarias a la colestasis extrahepética han
sido comparadas a las que protagonizan la curacion de las heridas, esto es, la
proliferacién epitelial y, en particular, la fibrogénesis (Bissell, 2004; Aller y cols.,
2008b; Meran y Steadman, 2011). La patogenia de la fibrosis hepética consiste
en un depdsito excesivo de colageno fibrilar y otras proteinas de la matriz
extracelular que distorsiona la arquitectura hepética e induce capilarizacién
sinusoidal e hipertension portal. En esencia, la fibrosis hepética es un proceso
dinamico de reparacion tisular aberrante en el que los fenédmenos claves son la
activacion y transformacion de las células estrelladas hepéticas quiescentes en
células similares a miofibroblastos, por un proceso de transicion epitelio-
mesenquimal de tipo 2, con el subsiguiente incremento en la sintesis de
proteinas, como actina de musculo liso-a (a-SMA), colageno, metaloproteasas
de la matriz, inhibidores tisulares de metaloproteasas y proteoglicanos (Mormone
y cols., 2011; Ding y cols., 2014). Los mecanismos fisiopatoldgicos implicados en
el desarrollo de ésta hepatopatia son multiples e interrelacionados y se pueden
agrupar en tres fenotipos celulares que se expresan fundamentalmente en el

espacio intersticial (Aller y cols., 2008b) (Figura 4).

Inmediatamente después de la obstruccion de la via biliar en la rata se
produce un intenso incremento (60%) de la presion biliar intraductal (Slott y cols.,
1990; Azmaiparashvili y cols., 2009), seguido por alteraciones patolégicas de la
matriz extracelular (Desmouliere y cols.,1997). Por el contrario, la descompresion
biliar, al suprimir el estrés mecanico, revierte las lesiones hepéticas inducidas por
la ligadura del colédoco (Kloek y cols., 2008; Kirkland y cols., 2010), lo cual
demuestra la relevancia de la energia mecénica en la etiopatogenia de la

patologia hepatica secundaria a la obstruccion de la via biliar.
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Figura 4. Representacion esquematica en 3D de un acino de acuerdo con la descripcion
de Rappaport. Tres espacios porta divergen de un eje, formado por el canaliculo biliar,
la arteria hepatica y la vena porta. Asi mismo, se representan varias trabéculas hepaticas
formadas por laminas de dos células hepéticas orientadas hacia las venas eferentes
(venas centrales). En la parte inferior del dibujo, las placas hepaticas cubiertas por el
endotelio sinusoidal, y el espacio de Disse situado entre ambas estructuras, contiene
liquidointersticial que fluye hacia el exterior por los vasos linfaticos del espacio porta. El
espacio de Disse se continla con el espacio porta, y ambos conforman el espacio
intersticial del acino (Aller y cols. Experimental obstructive cholestasis: the wound-like
inflammatory liver response. Fibrogenesis Tissue Repair.1:6;2008b).

La respuesta del higado de los roedores a la lesion obstructiva biliar implica su
reprogramacion transcripcional, favoreciendo la activacion de genes reguladores
del metabolismo, de la proliferacidn celular y de la remodelacion de la matriz de
forma secuencial y limitada en el tiempo (Campbell y cols., 2004; Wang y cols.,
2005) desde una fase inmediata (1 dia) hasta una fase tardia (21 dias)
(Campbell y cols., 2004). Sin embargo, en tanto que genes implicados en la
disrupcién del metabolismo lipidico y en la fibrosis son activados en el periodo
precoz de la colestasis, otros genes, como los implicados en mecanismos de
proteccion celular frente a la agresion por acumulacion toxica de acidos biliares,
son inhibidos (Kojima y cols., 2004).

Después de la ligadura del colédoco, el higado de la rata sufre marcadas
alteraciones hemodinamicas, portales y arteriales, que pueden comportar

lesiones por isquemia-reperfusion y estrés oxidativo (Huang y cols., 2009; Oguz
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et al.,, 2012; Lee y cols., 2014). El aumento de la resistencia vascular en el
sistema portal hepético secundario a colestasis extrahepética produce
hipertension portal (Van Steenkiste y cols., 2010; Hsu y cols., 2014) e isquemia
hepatica, asociadas a una sintesis deficitaria del enzima Oxido Nitrico Sintasa-
inducible (iNOS) y de oxido nitrico (NO) (Lee y cols., 2010).

La via biliar es vascularizada solo por el plexo peribiliar (Gaudio y cols., 1996;
Morell et y cols., 2013), localizado alrededor de los conductos biliares de menor
calibre, haciéndose asi progresivamente mas estrecho y mas simple (Gaudio y
cols., 1996) (Figura 5). Estas caracteristicas del plexo peribiliar comportan que el
aumento de presion intraductal con dilatacion de la via biliar que ocurre en la
colestasis extrahepatica comprimiria el plexo peribiliar, con la consiguiente
isquemia de la via biliar. Sin embargo, la disminucion del flujo sanguineo portal
induce un aumento del flujo arterial hepatico o “hepatic arterial buffer response”
(Lautt, 1983). Ademas, dos semanas después de la ligadura del colédoco en la
rata se produce una proliferacion significativa del plexo peribiliar, que drena por
pequefias vénulas en ramas de la vena porta y en los sinusoides hepéticos
(Gaudio y cols., 1996). Por ello, la lesion por isquemia-reperfusion ha sido

implicada en la patogénesis de la colestasis intrahepéatica (Fu y cols., 2013).

Figura 5. A la izquierda se observa una representacion esquematica de la
vascularizacion arterial intrahepatica, comprobandose que los conductos biliares reciben
su vascularizacion unicamente desde la arteria hepética de la hepatona. A la derecha,
igualmente se demuestra que el colédoco tan solo recibe irrigacion de la arteria hepatica
comun. (Lorente y cols. Microcirugia Experimental. Nueva Editorial Médica, Madrid, 75-
84; 2000).
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Las ratas con ligadura del colédoco sufren una excesiva acumulacion de
acidos biliares hidrofébicos, que son considerados la causa principal de
hepatotoxicidad (Poli, 2000; Chatterjee y cols., 2014), con deterioro de las
funciones de la cadena transportadora de electrones mitocondriales, estrés
oxidativo y apoptosis (Poli, 2000; Wang, 2014). La retencion y el acamulo de
sales biliares hidrofébicas (tauro- y glicoquenodesoxicolato) inhiben la actividad
antioxidante hepatica de catalasa, glutation peroxidasa, glutation reducido y
superéxido dismutasa, asi como inducen necrosis hepatocitaria al activar la
permeabilidad de la membrana mitocondrial (Portincasa y cols., 2007,
Assimakopoulos y cols., 2007; Arduini y cols., 2011). Existe por tanto una
estrecha relacién entre la ictericia obstructiva experimental y el estrés oxidativo
(Assimakopoulos y cols., 2004; Wang y cols., 2014). Asi, se ha demostrado que
el tratamiento con antioxidantes mejora el estado redox celular hepatico
(Assimakopoulos y cols., 2004; Soylu y cols., 2006), y las funciones hepaticas
al inhibir la formacién de especies reactivas del oxigeno (ROS) (Soylu y cols.,
2006; Assimakopoulos y cols., 2007; Portincasa y cols., 2007; Somi y cols.,
2013).

Por consiguiente, en la fase precoz tras ligadura del colédoco en la rata el
insuficiente aporte de oxigeno que sufre el higado, como consecuencia de las
alteraciones hemodinamicas, asi como de la incorrecta utilizacién del oxigeno
por la hepatotoxicidad de las sales biliares, constituirian factores etiol6gicos de la
inhibicién del metabolismo energético hepatico. Por lo tanto, el higado reduce su
capacidad funcional para satisfacer las necesidades metabdlicas tisulares.
Ademas, la lesion oxidativa hepatica disminuiria el contenido intracelular de
proteinas responsables de la sintesis energética y de las funciones de

membrana, como son las proteinas reguladoras del transporte de H20 e iones

(Portincasa y cols., 2007), lo cual induciria edema intersticial y celular. También,
el aumento de peroxidacion lipidica hepética, un marcador de estrés oxidativo
(Portincasa y cols., 2007), puede inducir el aumento de la permeabilidad de
membrana, de la degradacién de la matriz extracelular y edema (Kennett y
Davies, 2007).

La acumulacién intersticial de fragmentos de glicosaminoglicanos (GAGS)
es un importante mecanismo de la formacion del edema por sus propiedades
hidrofilicas, en particular de hialuronan (Cantor y Nadkarni, 2006; Stern y cols.,
2006; Jiang y cols., 2007; Kennett y Davies, 2009; Robert, 2014). GAGs son

largas cadenas de polisacaridos no ramificadas compuestas de unidades
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repetidas de disacaridos que tienden a adoptar conformaciones en espiral, y que
ocupan un gran volumen en relacion con su masa. Estos polisacaridos atraen y
atrapan agua e iones, con lo cual forman geles hidratados, aunque permiten el
flujo a su través de nutrientes para las células (Jiang y cols., 2007; Solis-Herruzo
y cols., 2011). En situaciones de inflamacion, el hialuronan es més polidisperso y
tiende a formas de menor peso molecular, favoreciendo asi la infiltracion
edematosa de los tejidos (Jiang y cols., 2007; Robert, 2014), el flujo del liquido

intersticial y el gradiente de presion del sistema linfatico.

Ademas, la tension mecanica producida por la ligadura del colédoco
puede alterar por mecanotransduccion la remodelacion de los proteoglicanos y
de GAGs en el intersticio (Wight y cols., 2014). Virtualmente todos los 6érganos y
tejidos estan organizados en jerarquias estructurales y poseen una capacidad de
respuesta mecanica inmediata aumentando su rigidez en proporcion directa al
estrés mecanico aplicado (Ingber, 2006). Este aumento de la consistencia y/o
rigidez hepatica parece ser el resultado del aumento de la cantidad de matriz
neoformada, de la reticulacién de la matriz y, posiblemente de otras variables
desconocidas (Georges y cols., 2007; Guvendiren y cols., 2014). En las
patologias hepaticas, el aumento precoz en la rigidez hepatica podria causar la
diferenciacion de las células estrelladas hepaticas en miofibroblastos (Georges y
cols., 2007; Muddu y cols., 2007; Guvendiren y cols., 2014), que enténces se
comportan como células musculares lisas y, por consiguiente, responden a las
sustancias vasoactivas contrayéndose (Friedman; 2010; Lee y Friedman, 2011).
La contraccion de éstas células estrelladas activadas regula el diametro de la
vascularizacion hepatica, alterando el flujo sanguineo, y la presién hepética
(Winau y cols., 2008; Brunt y cols., 2014).

La adquisicion posterior en la evolucion del higado colestésico de un
fenotipo inmune afecta a las células parenquimatosas (hepatocitos y
colangiocitos), a las no parenquimatosas (células endoteliales sinusoidales,
células de Kupffer y miofibloblastos) y a las células sanguineas que migran al
intersticio hepético (Szabo y cols., 2007; Winau y cols., 2008; Albillos y cols.,
2014) (Figura 6). Precisamente parece ser el espacio intersticial el que modula
la actividad inflamatoria de las células inmunes tras la ligadura del colédoco en la
rata (Aller y cols., 2008b). En particular, los fragmentos de matriz extracelular y
sus receptores ejercen importantes efectos sobre las células inflamatorias y, por
ello, se considera que estan claramente implicados en la evolucién de la

respuesta inmune intersticial (Morwood y Nicholson, 2006; Korpos y cols., 2009).
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Las metaloproteasas de la matriz (MMPs) son una familia de enzimas
que degradan componentes de la matriz extracelular expresadas en los tejidos
inflamados (Zitka y cols., 2010; McKleroy Yy cols., 2013) y, en particular, en el
higado colestasico (Bergheim y cols.,, 2006a; Onozuka y cols., 2011). La
destruccion enzimatica de la matriz extracelular cursa con la liberacion inmediata

de los mediadores secuestrados en dicha matriz.
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Figura 6: Isquemia-revascularizacion y fenotipos leucocitarios durante la evolucion de la
colestasis obstructiva. Predominio del estrés oxidativo con edema y estrés enzimatico
con infiltracién de leucocitos y la activacion de las células de Kupffer. AC: capilar arterial;
B: bacterias; C: colangiocitos; ECM: matriz extracelular; HSC: células estrelladas
hepaticas; KC: célula de Kupffer; LPS: lipopolisacarido; MC: mastocitos; N: neutrdfilos;
PM: miofibroblastos portales; PP: plexo arterial peribiliar; RBC: gldbulos rojos; SC:
Células madre; SS: espacio sinusoidal; Thl: Linfocitos T hl; Thi: Linfocitos
intraepiteliales. (Aller y cols. Experimental obstructive cholestasis: the wound-like
inflammatory liver response. Fibrogenesis Tissue Repair.1:6; 2008b).

Las proteinas de la matriz extracelular y el hialuronan poseen funciones
proinflamatorias que pueden activar la respuesta inmune, tanto la innata como la
adquirida (Morwood y Nicholson, 2006; Bei y cols., 2008). Estas moléculas se
unen a los receptores Toll-like (TLR)-4 y TLR-2 (Szabo y cols., 2007), con
activacion del complejo regulador transcripcional NFaB/IkBa y la produccion de
citoquinas proinflamatorias, como TNF-a e IL-18, y de quimioquinas que inducen

la activacion y el reclutamiento intersticial de leucocitos (Morwood y Nicholson,
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2006). Los linfocitos T, una vez activados, se polarizan hacia la produccién de
distintos perfiles de citoquinas (Yagi y cols., 2011; Yamane y Paul, 2013). El tipo
1 (Thl) sintetiza Interferon y (IFN-y) e IL-2 vy, los de tipo 2 (Thz) producen IL-4,

IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13 (Yamane y Paul, 2013).

Los macrofagos residentes en el higado, o células de Kupffer, se
localizan fundamentalmente en el area periportal del lobulillo y por ello podrian
desempenfar un papel fundamental en la lesién por isquemia-reperfusion (Kolios
y cols., 2006; Abu-Amara y cols., 2010; Jaeschke 2012). Pero las células de
Kupffer estdn también implicadas en la inflamacion hepética que produce la
colestasis mediante la liberacion de sustancias biolégicamente activas que
inducen un proceso inmunopatogénico (Minter y cols., 2005; Abraham y cols.,
2008; Zandieh y cols., 2011; Cheng y cols., 2011; Ramachandran e Iredale,
2012) (Figura 7).

Figura 7. A la izquierda, representacién esquematica de una trabécula hepatica en la
rata, en la que se observa el canaliculo biliar existente entre dos hepatocitos (esquema
superior izquierdo), el espacio perisinusoidal de Disse, las células endoteliales
sinusoidale, una célula de Ito y una célula de Kupffer. En el esquema de la derecha, se
ha representado la trabécula hepatica con mayor complejidad, lo cual permite apreciar la
disposicion laminar de los hepatocitos, en contraste con la supuesta disposicion tubular
del esquema de la parte izquierda de ésta Figura, ya que el canaliculo biliar es el centro
de la trabécula bicelular. (Arias y cols. Anatomia e histologia hepética: Morfologia y
Funcioén. En: Cirugia Hepatica Experimental. Ed. Kronos. Zaragoza, 99-125, 1.993).

Las células de Kupffer estan claramente afectadas en la obstruccion biliar
(Minter y cols., 2005; Abrahdm y cols., 2008; Zandieh y cols., 2011; Cheng y
cols., 2011; Calmus y Poupon; 2014) con activacién de la fagocitosis y una

marcada respuesta pro inflamatoria frente a endotoxina y a la proteina de unién
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a lipopolisacérido (lypopolysacharide-binding protein, LBP), ambas aumentadas
en la colestasis extrahepatica (Minter y cols., 2005; Kolios y cols., 2006; Isayama
y cols., 2006; Minter y cols., 2009; Kassel y cols., 2011; Chou y cols., 2012). La
hipersensibilidad a endotoxina en colestasis es la causa de la sintesis
aumentada de citoquinas proinflamatorias y del aumento de la peroxidacion
lipidica (Isayama y cols., 2006; Abrahdm y cols., 2008), con agravamiento de la
apoptosis que, finalmente progresa a necrosis (Moazzam y cols., 2002; Lida y
cols., 2010). La respuesta proinflamatoria inducida por LPS en ratas con ligadura
de colédoco es inhibida por lipoproteinas de alta densidad (HDL), que, a su vez,
inhiben las vias proinflamatorias hepaticas, restauran la actividad de eNOS y

reducen la presion portal (Thabut y cols., 2007a; Galbois y cols., 2009).

La inflamacién se asocia a la infiltracion intersticial y de los tractos
portales por leucocitos, en particular por neutréfilos, un proceso regulado por
guimioquinas CXC (Saito y Maher 2000; Aller y cols., 2006; Jaeschke ,2006; P;
Aller 'y cols., 2010a; Mantovani y cols., 2011; Jailon y cols., 2013) Los
neutréfilos son componentes esenciales de la respuesta inflamatoria precoz a la
agresion que sufre el higado por colestasis (Laschke y cols., 2010; Licata y cols.,
2013), infiltrando el intersticio ya a los tres dias de la ligadura del colédoco
(Gujral y cols., 2003; Georgiev y cols., 2008). Las células del epitelio biliar
contribuyen a la inflamacién produciendo moléculas quimioatrayentes de
neutréfilos (Dold y cols., 2010). Ademas, las células de Kupffer, activadas por la
endotoxemia portal secundaria a colestasis, estimulan la liberacién de
gquimioquinas por los hepatocitos, lo cual implica a su vez la infiltracion por
neutréfilos (Wakabayashi y cols., 2008). En la colestasis extrahepatica
monocitos/macréfagos infiltran también el higado, que hiperexpresa a su vez
proteina quimioatrayente de monocitos (monocyte chemoatractant protein, MCP-
1), una quimioquina CC y, como resultado éstos monocitos favorecen la

respuesta inflamatoria (Tacke, 2012; Zhou y cols., 2013).

En esencia, la inflamacién crénica hepatica y la fibrogénesis constituyen
un agregado dindmico de linfocitos, macréfagos y células del estroma
relacionadas por interacciones autocrinas y paracrinas (Holt y cols., 2008;
Pellicoro y cols., 2014). A largo plazo, en ratas con ligadura de colédoco
persiste una importante migracion celular alrededor de la triada portal y de la
vena central que se asocia con un aumento de citoquinas pro inflamatorias en el

higado (Ferndndez-Martinez y cols., 2009), que inducen una respuesta
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hepatocitaria heterogénea al estimulo colestésico, inhibiendo los hepatocitos de

la zona periportal (Donner y cols., 2007).

Las células estrelladas hepéticas y los miofibroblastos, ambos tipos
celulares presentes en el intersticio hepatico, tienen la capacidad de expresar un
fenotipo inmune. En particular, las células estrelladas sintetizan un amplio
espectro de mediadores inflamatorios, como quimioquinas (MCP-1, RANTES),
factor de activacion plaquetario (platelet activation factor, PAF), IL-8 y moléculas
de adhesion leucocitaria (ICAM-1, VCAM), que son necesarias para el
reclutamiento y la activacion de los leucocitos en el intersticio (Bataller y Brenner,
2005; Rockey, 2006; Iredale, 2007; Gressner y cols., 2007; Friedman, 2008;
Wasmuth y cols., 2010; Seki y Schwabe , 2014). El alojamiento de leucocitos en
el espacio intersticial hepatico es favorecido por las células estrelladas
hepaticas, que expresan MMPs, lo cual aumenta la degradacién de la matriz
extracelular (Rockey, 2006; Gressner y cols., 2007; Aller y cols., 2010a; Day y
cols., 2011). Por lo tanto, las células estrelladas hepaticas cambian su fenotipo
contractii a un fenotipo inmune y éstos dos fenotipos estan intimamente

relacionados, e incluso son interdependientes (Rockey, 2006) (Figura 6).

La infiltracion del higado colestasico por células inflamatorias también
seria secundaria a traslocacién bacteriana intestinal (TBI), fenédmeno por el cual
endotoxinas y bacterias de procedencia intestinal alcanzarian el higado en
elevadas concentraciones por aumento de la permeabilidad de la barrera
mucosa intestinal (Balzan y cols., 2007; Alaish y cols., 2013). La TBI es una
complicacién de la hipertension portal y, por consiguiente, se produce en ratas
con ligadura de colédoco (Garcia-Tsao y Wiest, 2004; Sztrymf y cols., 2005;
Karatepe y cols., 2010; Seo y Shah, 2012). En ratas con cirrosis y ascitis las
bacterias que colonizan la luz intestinal constituyen un gran reservorio de
productos microbianos, como LPS, endotoxinas y otros fragmentos de la pared
bacteriana capaces de inducir la sintesis de citoquinas proinflamatorias, como
TNF-a (Garcia-Tsao y Wiest, 2004; Francés y cols., 2007; Aller y cols., 2010d;
Corradi y cols., 2012). Por lo tanto, la TBI es un mecanismo etiopatogénico de
infecciones bacterianas en la colestasis experimental (Sztrymf y cols., 2005;
Abdeldayem y cols., 2007).

Las fases evolutivas tardias del modelo experimental de colestasis
extrahepatica se caracterizan por el desarrollo de angiogénesis, esto es, el

crecimiento de nuevos vasos sanguineos a expensas de vasos pre-existentes
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(Gaudio y cols., 2006a; Gaudio y cols., 2006b; Davis 2011; Geudens y Gerhardt,
2011) (Figura 8) La angiogénesis requiere la migracién de células endoteliales al
espacio intersticial, con la consiguiente proliferacion y diferenciacién en capilares
(Aller y cols., 2007b). Aunque el objetivo final de la proliferacién endotelial es
formar nuevos vasos sanguineos para el transporte de oxigeno, sustratos y
células sanguineas, el endotelio posee otras funciones (Aller y cols., 2007a, Aller
y cols., 2007b). Asi, en las fases iniciales de la respuesta inflamatoria (fenotipos
de isquemia-reperfusion y leucocitario), las nuevas células endoteliales podrian
adoptar funciones anti-inflamatorias, anti-oxidantes y anti-inmunes, que

favorecerian la resolucién de la inflamaciéon (Aller y cols., 2007b).

Figura 8: Fenotipo angiogénico durante la evolucién de colestasis obstructiva. Aumento
de la proliferacién de colangiocitos con un importante desarrollo del plexo arterial
peribiliar y de la arterializacion sinusoidal con aplasia hepatocitaria. AC: capilar arterial;
C: colangiocitos; ECM: matriz extracelular , H: hepatocitos; M: miofibroblastos; PP: plexo
arterial peribiliar ; SS: espacio sinusoidal; Th2: Lifocitos Th2; Treg: Linfocitos T
reguladores (Aller y cols. Experimental obstructive cholestasis: the wound-like
inflammatory liver response. Fibrogenesis Tissue Repair. 2008b;1:6).

En ratas con ligadura de colédoco la proliferacion de los conductillos
biliares, como ocurre en la organogénesis hepéatica, precede a la proliferacién de
los microvasos que los vascularizan. Solo después de 2 a 4 semanas de
evolucién se desarrolla una significativa proliferacion de la microvascularizacion

gque se extiende desde el plexo peribiliar de los tractos biliares (Gaudio y cols.,

27


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Aller%20MA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Experimental%20obstructive%20cholestasis%3A%20the%20wound-like%20inflammatory##

INTRODUCCION

1996; Glaser y cols., 2009; Glaser y cols., 2011). Tras la ligadura del coledoco en
la rata se ha demostrado el papel fundamental que ejercen los colangiocitos en
la angiogénesis asociando la ligadura de la arteria hepatica a la colestasis. En
ésta situacion, aumenta la apoptosis de colangiocitos, se altera la proliferacion
de los colangiolos con disminucién de la secrecion de factor de crecimiento de
endotelio vascular (vascular endotelial growth factor, VEGF) por los colangiolos y
desaparece el plexo peribiliar. Curiosamente, las funciones de los colangiocitos
y, por lo tanto, la integridad del plexo peribiliar son preservadas mediante el

tratamiento con VEGF-A recombinante (Gaudio y cols., 2006c).

4. FIBROSIS BILIAR: EL RESULTADO DE LA COLESTASIS
EXTRAHEPATICA EN LA RATA

La fibrosis hepatica es un proceso dindmico de reparacion tisular
secundario a la agresion persistente del higado por mdltiples factores, como la
infeccidn virica, la ingesta excesiva de etanol, farmacos o toxinas, reacciones
inmunes diversas en enfermedades metabdlicas y colestasis. Por lo tanto, una
consecuencia patologica comun de la insuficiencia hepatica crénica es la fibrosis

(Mormone y cols., 2011; Cohen-Naftaly y Friedman, 2011).

El modelo experimental de colestasis obstructiva en la rata, bien por
ligadura y seccion del colédoco o por colestasis extrahepatica microquirurgica,
(Aller y cols., 1993a; Aller y cols, 2004a; Aller y cols, 2009a; Aller y cols, 2009b;
Aller y cols, 2010c) induce una respuesta inflamatoria hepatica cuyo resultado
final es el desarrollo de fibrosis biliar. Este patrén histopatoldgico se caracteriza
por dos fenbmenos:

-Fibrogénesis.

-Proliferacion biliar o reaccién ductal.

En la clinica humana, las enfermedades hepaticas crbnicas se
caracterizan por una agresion persistente al parénquima, cuyas causas
principales son:

-La infeccidn crénica por virus hepatotropos (Virus de la hepatitis B y C).
-La exposicion crénica a farmacos y diversas sustancias toxicas, siendo
la causa principal en los paises occidentales, el consumo excesivo de
bebidas etilicas.

-Alteraciones metabdlicas crénicas.
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-Enfermedades autoinmunes crénicas.

-Patologias colestasicas intra 0 extra hepaticas (Novo y cols., 2014).

La patogenia de la fibrosis hepatica resulta en esencia de una alteracion
de la remodelacién por la sustitucion progresiva del parénquima funcional
hepatico por haces estrechamente unidos de colageno I/l y otras proteinas de
la matriz extracelular. La fibrosis altera la arquitectura y la funcién normales del
higado, disminuye el numero de fenestras de las células endoteliales
(capilarizacion sinusoidal) y se produce hipertension portal (Cohen-Naftaly y
Friedman, 2011; Ellis y Mann 2012). Este proceso de cicatrizacion hepatica, si
progresa, conduce al desarrollo de cirrosis hepéatica, una patologia caracterizada
por la desestructuracién del parénquima hepatico, con formacién de septos
fibrosos que delimitan nddulos de regeneracién, aumento de la resistencia al
flujo sanguineo portal y un grave deterioro de la funcion hepética que puede
comportar finalmente un fallo hepético. Ademas, la fibrosis se considera un
estadio precanceroso que proporciona un medioambiente idéneo para el
desarrollo de tumores primarios (Dominguez y cols., 2009; Hirschfield y cols.,
2010; Mormone y cols., 2011; Cohen-Naftaly y Friedman, 2011; Solis-Herruzo y
cols., 2011; Hytiroglou y cols., 2012; Wynn y Ramalingam, 2012).

La agresion crénica del higado induce la activacion persistente de una
respuesta inflamatoria y de reparacion tisular, que asociada a otros factores
patogénicos, como el estrés oxidativo y la alteracion de la interaccion entre
células epiteliales y mesenquimales, comporta una fibrogénesis hepatica, cuyo
resultado tisular es la fibrosis hepética (Friedman, 2008b; Forbes y Parola,
2011). Por tanto la fibrogénesis hepatica se puede definir como un proceso
celular, tisular y molecular dinamico y exquisitamente integrado, que induce una
acumulacion excesiva y progresiva de componentes de la matriz extracelular, en
un intento de limitar las consecuencias de la agresion cronica del parénquima
hepatico (Friedman 2008b; Forbes y Parola, 2011; Novo y cols., 2014).

La fibrogénesis hepatica, independientemente de su etiologia, es
fundamental para la progresion de cualquier tipo de patologia hepatica crénica,
siendo la fibrogénesis persistente la causa fundamental de cirrosis e insuficiencia

hepatica (Friedman 2008b; Rosselli y cols., 2013; Novo y cols., 2014).

Los principales mecanismos fisiopatoldgicos de la fibrogénesis hepética,
evolucionan en estadios. El primer estadio, independientemente del agente

etiolégico, esta protagonizado por la secuencia interrelacionada de lesion
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parenquimatosa persistente, que produce necrosis y/o apoptosis cronica y
activacion crénica de una respuesta inflamatoria y de fibrogénesis, que son los
factores inductores del depoésito excesivo de componentes de la matriz
extracelular, o que constituye la fibrosis (Figura 9). En sintesis, este estadio
consiste en la asociacion de varios mecanismos, entre los que se encuentra la
perpetuacion de la agresion hepética, una caracteristica clave en la progresion
de las enfermedades hepaticas crénicas, depende no solo de la exposicion
persistente a un agente etiolégico especifico, sino también de la lesién
parenquimatosa crénica por si misma, asi como de la respuesta inflamatoria
cronica, con la liberacion de mdltiples mediadores, en particular de especies

reactivas de oxigeno (ERO).

Cirrhosis, liver failure,
- hepatocellular
e carcinoma

Chronic tissue injury
necrosis / apoptosis

ECM deposition &
altered remodeling
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Figura 9. Progresion de las enfermedades hepaticas crénicas. Principales eventos
en la progresién fibrogénica de enfermedad hepatica crénica donde se produce una
progresion persistente de lesidon hepdtica, independientemente de la etiologia, de la
inflamacion cronica y la activacién de la reparacion, con principal énfasis en el papel de
miofibroblastos hepéticos en el impulso de la enfermedad a fibrosis significativa y
eventualmente a cirrosis, insuficiencia hepatica y carcinoma hepatocelular.(Novo y cols.,
Cellular and molecular mechanisms in liver fibrogenesis. Archives of Biochemistry and
Biophysic. 20-37, 2014).

Asi mismo participa la activacion crénica de la respuesta inflamatoria y el
reclutamiento y activacion de células implicadas en la inmunidad innata y
adquirida, puede crear un microambiente pro-fibrogénico, en el cual la sintesis y
liberacion de factores de crecimiento, citoquinas, quimioquinas, ERO y otros

mediadores, por una parte altera significativamente la hiperplasia/regeneracion
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del parénquima hepatico y por otra, favorecen la activacion cronica de la

reparacion tisular y de la fibrogénesis.

El microambiente pro-fiborogénico induce, a su vez, la activacion
persistente de células similares a los miofibroblastos, con la subsiguiente
acumulacion excesiva de componentes de la matriz extracelular (MEC) y

paralelamente, de una remodelacion tisular ineficaz.

También se ha puesto de manifiesto, el papel fundamental de la hipoxia y
la angiogénesis en el mantenimiento y quiza también, en la induccion de la
fibrogénesis, asi como en las alteraciones vasculares, que son de relevancia
grave durante la progresion de las enfermedades hepaticas crénicas. Por dltimo
la fibrosis hepéatica en este primer estadio, es potencialmente reversible, lo cual
depende de la eliminacion del agente etiolégico o bien de una terapéutica

efectiva (Novo y cols., 2014).

Cuando el dep6sito de componentes de la matriz extracelular es muy
intenso y los septos de fibrosis, asociados a las alteraciones vasculares
intrahepéticas, comienzan a modificar significativamente la estructura global del
parénquima hepatico, la hipertensién portal y las complicaciones fisiopatoldgicas
relacionadas, inducen la progresion de la patologia hepatica crénica al estadio
de cirrosis. A su vez, cuando ya el deterioro hepatico adquiere el grado de
cirrosis, existen dos estadios, dependiendo de su gravedad: (l): Estadio de
cirrosis compensada o cirrosis sin manifestaciones clinicas y con un gradiente de
presién venosa hepatica en un rango de 5 a 10 mm Hg (Il): Estadio de cirrosis
descompensada o de cirrosis con sintomatologia clinica y un gradiente de
presidén venosa hepatica que supera los 10-12 mm Hg (El-Sevag 2011; Novo y
cols., 2014).

El patron histopatologico de la fibrosis depende de la etiologia y de las
células fibrogénicas. Esta idea, ya propuesta en 2004 (Pinzani y Rombouts,
2004), se ha aceptado en los ultimos afios (Parola y cols., 2008; Rosselli y cols.,
2013). Asi, el patrén de fibrosis postnecrotica dispuesta en forma de puentes o
septos, que conectan diferentes &reas portales, se desarrolla tipicamente en los
pacientes con hepatitis virica crénica por virus B y C o por patologias
autoinmunes. El patron de de fibrosis pericelular y capilarizacion de los
sinusoides, se produce en enfermos con esteatohepatitis alcohdlica y no
alcohdlica. El factor etiopatoldgico en este caso, es el estrés oxidativo asociado a

la hepatotoxicidad. La fibrosis centrolobulillar es caracteristicas en las
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situaciones de obstruccion del drenaje venoso hepatico, como ocurre en los
pacientes con fracaso cardiaco y finalmente, la fibrosis biliar se produce en la
cirrosis biliar primaria y secundaria, asi como en colangitis esclerosante primaria
y se caracteriza por la formacion de septos fibréticos porto-portales rodeando
los nédulos hepaticos. Este patron de fibrosis se desarrolla preservando las
conexiones entre la vena central y el tracto portal y se asocia a una intensa
proliferacién de los ductos biliares y de los miofibroblastos peri ductales, que se
supone derivan, principalmente, de los fibroblastos portales y de las células
estrelladas hepaticas. El estrés oxidativo y la alteracién del equilibrio epitelio-
estroma alrededor de los conductos biliares, se piensa que protagonizan una

fibrogénesis persistente (Novo y cols., 2014).

*Poblaciones celulares implicadas en la fibrogénesis hepéatica

Independientemente de la etiologia especifica o del patrén
histopatoldgico de la fibrosis, la fibrogénesis hepatica que ocurre durante una
patologia hepatica crénica, es un proceso que resulta de las intensas y
persistentes interacciones entre las poblaciones celulares hepaticas, que
resultan de la sintesis y liberacion de mudltiples mediadores (factores de
crecimiento, citoquinas, quimioquinas, ROS, agentes vaso activos, etc.). Aunque
también, células extra hepaticas, principalmente derivadas de la médula 6sea
hematopoyética, pueden ser reclutadas e implicadas en el higado crénicamente,
lesionandoilo, practicamente, cualquier célula hepética residente puede
desempenfar un papel significativo en la progresién fibrogénica de la insuficiencia

hepéatica crénica (Friedman, 2008; Forbes y Parola 2011; Novo y cols., 2014).

Como se resume en la Figura 10, la situacién persistente de lesién celular
parenquimatosa y la muerte por necrosis o apoptosis, la respuesta inflamatoria
cronica y alteraciones cuantitativas y cualitativas de los componentes de la
matriz extracelular, inevitablemente implican la activacion de células
inflamatorias, en particular, las células de Kupffer y los macréfagos reclutados de
la sangre periféricas y de la médula 6sea. Estos macrofagos, al activarse,
constituyen una poblacion celular fundamental en la progresion de las patologias
hepaticas cronicas, sintetizando y liberando gran cantidad de mediadores pro
inflamatorios y pro fibrogénicos, siendo los mas importantes el factor de
crecimiento derivado de las plaquetas (platelet-derived groowth factor; PDGF),

factor de crecimiento fibroblastico basico (basic fibroblastic growth factor; bFGF),
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factor de crecimiento transformador beta-1 (TGFB1), factor de necrosis tumoral
alfa (tumoral necrosis factor alpha; TNF--alfa), interleuquina 1 (IL--1), proteina 1
quimio atrayente de monocitos (monocyte chemoattractant protein-1; MCP-1 O
CCL2) y ROS. (Novo y cols., 2014).
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Figura 10. El escenario " crénico ": Historia de la diafonia entre las poblaciones de
células hepéticas. Un esquema simpllflcado del complejo escenario de las interacciones
entre las principales poblaciones de células hepaticas implicadas en la fibrogénesis
hepatica. Para cualquier poblacion de células también aparecen mediadores que una vez
son capaces de afectar de manera significativa el comportamiento de las células vecinas.
La hipoxia también es capaz de afectar a la respuestas de las poblaciones de células
hepaticas (Novo y cols., Cellular and molecular mechanisms in liver fibrogenesis.
Archives of Biochemistry and Biophysics. 20-37, 2014).

Las células de Kupffer y los macrofagos procedentes de la circulacion y
de la médula ésea, inician y perpetdan una respuesta inflamatoria y, ademas,
activan a las células estrelladas hepaticas. El reclutamiento de las subpoblacion
de monocitos inflamatorios Grl+ (LyGC+) precursores de los macrofagos
tisulares, es secundaria al receptor de quimioquina CCR2 y a su ligando MCP-
1/CCL2 (Heymann y cols., 2009).

Estos monocitos derivados de la médula ésea que se acumulan en el
higado lesionado, se diferencian de forma predominante en una subpoblacién de
macréfagos productores de 6xido nitrico-sintasa inducible (iNOS), que ejercen

acciones pro inflamatorias y pro fibrogénicas, como son la activacion de las
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células estrelladas hepaticas, la diferenciacion de los linfocitos Th en la
subpoblacién Thl y la liberacion de TGF-beta 1. La TGF-beta es una citoquina
caracteristicamente pro fibrogénica, que actia aumentando la produccion de
componentes de la matriz extracelular y del enzima inhibidor de Ila
metaloproteina tisular-1 (TIMP-1). Ademds, los macréfagos pueden sintetizar
PDGF, un potente estimulador de la proliferacion de miofibroblastos, IL-1beta y
TNF-alfa, ambas citoquinas pro inflamatorias y mdltiples quimioquinas que
inducen un subsiguiente reclutamiento de células inflamatorias, perpetuando asi,
el estimulo pro inflamatorio y pro-fibrogénico (Figura 11), (Ramachandran,
Iredale, 2012).
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Figura 11.Los macréfagos como organizadores de la fibrogénesis hepatica y
resolucion de la fibrosis. Durante la fibrogénesis, monocitos inflamatorios son
reclutados por la inflamacién del higado a través de quimioquinas formando de la
poblacién de macréfagos pro-fibrotico. Macrofagos pro-fibréticos expresan mediadores
tales como la IL-18, TGF-8, PDGF y CCL2, que promueven la activacion de
miofibroblastos hepaticos. Miofibroblastos activados sintetizan el ECM y TIMP-1, un
inhibidor potente de la actividad MMP. Ambos TIMP-1 y ECM promueven la persistencia
del fenotipo de miofibroblastos activado. Durante la fase de resolucion de la fibrosis, los
macréfagos expresan MMP que promueven la degradacion de ECM y expresan
mediadores que inducen la apoptosis de miofibroblastos, lo que conduce a una
reduccion en la sintesis de ECM, la pérdida de TIMP-1 y el aumento de la actividad
MMP. (Ramachandran y cols., Macrophages: central regulators of hepatic fibrogenesis
and fibrosis resolution. J Hepatol. 2012; 56: 1417-9).

Los macrofagos se caracterizan por su gran plasticidad y pueden

diferenciarse funcionalmente en diferentes subtipos, los clasicamente activados
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M1 y los alternativamente activados M2. Es muy interesante que modelos
experimentales han demostrado que los monocitos/macréfagos no solo son
imprescindibles para la progresion de la fibrosis, sino también, para su regresion,
ya que pueden degradar proteinas de la matriz extracelular y ejercer una accion
anti inflamatoria (Heymann y cols, 2009; Tacke, 2012; Ramachandran e Iredale,
2012) (Figura 11).

Pero ademas de las células de Kupffer y de los macréfagos procedentes
de los monocitos hepaticos que infiltran el higado lesionado, otras células
propias del parénquima hepatico agredido de forma cronica, intervienen en el
proceso de fibrinogénesis. Asi los hepatocitos se considera que son una fuente
importante de producciéon de ROS, asi como de otros mediadores relacionados
con el estrés oxidativo. Ademas, estos hepatocitos se consideran, en un sentido
cuantitativo, la fuente principal de VEGF durante la progresion de la patologia
hepatica cronica. Ademas, las células endoteliales, lesionadas y activadas, y las
plaguetas constituyen el origen adicional de factores de crecimiento, citoquinas y
también de otros mediadores. En particular, las células endoteliales contribuyen
significativamente a la liberaciéon de agentes vaso activos, como el 6xido nitrico
(NO) y la endotelina-1. Sin embargo, en cualquier tipo de hepatopatia crénica, la
fibrogénesis hepatica es protagonizada por lo miofibroblastos (MF) hepaticos,
que representa una poblacion heterogénea de células cuyo marcador
fundamental es su inmunopositividad para la actina alfa del muasculo liso (alfa-
smooth-muscle actin, alfa-SMA). Por tanto, los MFs hepéaticos son los efectores
clave de la fibrogénesis hepéatica, posiblemente por su capacidad para ser una
célula integradora de todas las sefiales autocrinas y paracrinas, liberadas desde
el resto de las células del parénquima hepético (factores de crecimiento,
citoquinas pro inflamatorias, quimioquinas, mediadores pro angiogénicos,

adipoquinas y ROS, entre otros mediadores.) (Novo y cols., 2014). (Figura 10).

Aungue el parénquima hepético posee una gran capacidad regeneradora,
la agresion aguda y crénica, puede causar necrosis asociada a una respuesta
inflamatoria fibrogénica, que resulta en insuficiencia del 6rgano, asociada a

hipertension portal (Parola y cols., 2009).

La agresion que sufre el parénquima hepatico, puede tener diferentes
etiologias, esto es, virica, alcohdlica o por drogas y el mecanismo de muerte de
los hepatocitos suele ser heterogénea. A los clasicos tipos de muerte celular,

gue son la necrosis y la apoptosis, se deben afiadir los descritos recientemente,
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como son la muerte celular por autofagia, la piroptosis y la hecroptosis. (Cookson
y cols., 2001; Galluzzi y cols., 2009; Komatsu, 2012). La mayoria de formas de
muerte celular se han caracterizado “in vitro” y tan solo algunas de las descritas
estan bien definidas “in vivo”, utilizando ya modelos experimentales o en
pacientes con hepatopatias. Sin embargo, se considera que en la mayoria de las
enfermedades hepéticas, son diversos los mecanismos causantes de muerte
celular y por esta razén, la muerte de los hepatocitos representa un proceso
heterogéneo, en el cual participan varios de los mecanismos descritos. (Eguchi y
cols., 2014).

A su vez, las células proclives a la muerte o incluso cuando son
activadas, puede liberar microparticulas, que son pequefas vesiculas
transportadoras de receptores, proteinas citosoélicas o nucleares y micro RNAs.)
(Morel y cols., 2011; Diehl vy cols., 2012). Estas particulas son liberadas por los
hepatocitos y transportadas por la circulacion sanguinea. Asi mismo, en ratas
con ligaduras de colédoco, se ha demostrado que estas microparticulas activan
las células sinusoidales hepaticas y por tanto, contribuyen a la remodelaciéon
tisular durante la evolucion de la lesién colestasica hepética. (Witek y cols.,
2009).

En la colestasis extrahepdtica, no solo se produce la muerte celular de los
hepatocitos, sino que se lesionan también los colangiocitos y ambos tipos
celulares liberan mediadores, que estimulan la produccién de sustancias
proinflamatoria. (Pellicoro y cols.,, 2014). En general, todos los modelos
experimentales de fibrosis hepatica secundaria a colestasis, presentan
inicialmente lesién de las células epiteliales biliares, que desencadenan una
respuesta inflamatoria crénica. (Liedtke y cols., 2013). La fibrosis secundaria a
colestasis extrahepética o fibrosis biliar, tiene unas caracteristicas histolégicas
propias, ya que cursan con tabiques fibrosos porto-portales, a los cuales se
asocia la proliferacion de conductos biliares. En particular, esta reaccion ductular
biliar se relaciona con la existencia de miofibroblastos periductulares. (Parola y
cols., 2009).

La colestasis extrahepética en la rata, causa fibrosis biliar, asi como
complicaciones extrahepéticas, tanto cardiovasculares, como renales
inmunoldgicas y neuroldgicas. (Kountouras y cols., 1984; Aller y cols., 2012a;
Hosseini y cols., 2014). La fibrosis biliar en las ratas con ligaduras del colédoco

es progresiva durante las primeras tres semanas de evolucion, si bien, se ha
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demostrado que en la cuarta semana, la produccion de colageno se reduce,
(Tarcin y cols., 2011), lo que no excluye, que en estadios posteriores, progrese la
fibrosis, aunque no se consigne la produccion de cirrosis. (Kountouras y cols.,
1984; Tsuhamoto y cols., 1990).

Sin embargo este modelo experimental de colestasis por ligadura y
seccion del colédoco, ha sido propuesto como util para el estudio de la atresia
biliar, ya que simula esta patologia del ser humano. (Chen y cols., 2013). Incluso,
mediante la inyeccion de etanol 95% por via biliar intrahepatica, se trata la
fibrosis biliar mediante la cistoyeyunostomia, emulando asi, el tratamiento de la

atresia biliar humana con la intervencion de KASAI. (Wang y cols., 2014).

Sin embargo, la atresia biliar humana, es un proceso complejo, de
etiopatogenia aun no esclarecida completamente. La anomalia en el desarrollo
de la via biliar se suele asociar a una inflamacion esclerosante de los conductos
biliares, pero se desconoce la causa que inicia dicha patologia. (Sokol y cols.,
2001; Mieli-Vergani y cols., 2009). Con independencia de la causa originaria de
la inflamacion, la extravasacion de bilis en los tejidos periductales, también
potencia la respuesta inflamatoria y la fibrosis, produciendo colestasis
obstructiva. (Mieli-Vergani y cols., 2009). Aungue la portoenterostomia de Kasai
consigue en algunos casos la reversibilidad del proceso, se ha descrito también,
el incremento postoperatorio de mediadores proinflamatorios, lo que a su vez,
implicaria la existencia de un proceso inmunoldgico progresivo. (Narayanaswami
y cols., 2007). En estos casos, el trasplante de higado es el tratamiento de

eleccion. (Davenpoert y cols., 2004).

La respuesta inflamatoria hepética secundaria a la colestasis obstructiva,
se inicia en el espacio periductular y se cree que es protagonizada por los
fibroblastos portales, que se activan y se transforman en miofibroblastos. (Novo y
cols., 2014; Wells 2014). Inicialmente se especul6 respecto de las posibilidades
patogenéticas de la transicion epitelio-mesenquimal de los colangiocitos en la
fibrosis biliar. (Kalluri y cols, 2003; Choi y cols, 2009; Kalluri, 2009). Sin embargo,
en la actualidad no se considera que este mecanismo represente una
significativa importancia en la produccion de fibrosis biliar. (Chu y cols., 2011).
Se ha demostrado que los hepatocitos ante determinados estimulos, que
inducen su regeneracion, se transforman en células con caracteristicas
mesenqguimales, por el proceso denominado transicién epitelio-mesenquimal.

Este complejo fendmeno, produce la pérdida de la polaridad de las células
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epiteliales, asi como de las uniones intercelulares, en tanto, que son capaces de
adquirir motilidad, asi como de invadir el espacio intersticial, mediante la
destruccién de la matriz extracelular, que son caracteristicas propias de las
células mesenquimales. (Kalluri, 2009). La transicion epitelio-mesenquimal de los
hepatocitos se correlaciona con la inhibicién de factores nucleares
hepatocitarios (HNFs) y en particular de HFN 4-alfa. Este factor nuclear, no solo
regula la expresion molecular de adhesién, sino que incluso, es capaz, cuando
se expresa ectopicamente en fibroblastos, de estimular la expresion de uniones
fuertes intercelulares y moleculares de polaridad epitelial. (Ciccini y cols.,
2014).Aunque la transicion epitelio-mesenquimal se puede inducir “in vitro”, no
participa en la produccién de fibrosis, en ningin modelo experimental de

insuficiencia hepética colestasica. (Scholteri y cols., 2010).

Se considera, que los fibroblastos portales son los responsables
principales de la produccion de miofibroblastos en la fibrosis biliar. En particular,
se ha propuesto, que en la fibrosis biliar, los fibroblastos portales originan una
poblacion de miofibroblastos procedentes de las células estrelladas hepaticas
(Iwaisako y cals., 2014a). Incluso, se ha llegado a proponer que los fibroblastos
portales y las células estrelladas hepaticas, poseerian funciones contrapuestas.
Asi, los miofibroblastos procedentes de los fibroblastos portales, regularian la
fibrosis, en tanto que, los miofibroblastos procedentes de las células estrelladas

hepaticas, mediarian la reparacién hepatocelular. (Lemoinne y cols., 2013).

Los fibroblastos portales son una pequefia poblacion de células
fibroblasticas, que rodean la vena porta y mantienen la integridad del tracto
portal. También se denominan fibroblastos periductulares (Dranoff y cols., 2010)
y se han descrito como protagonistas de la patogenia de la insuficiencia hepatica
colestasica. A su vez, las células estrelladas hepaticas son el principal origen de
los miofibroblastos en la insuficiencia hepatica experimental, producida por
tetracloruro de carbono (CCL4). (lwaisako y cols., 2014b). Se considera, que tras
la ligadura y seccion del colédoco en roedores, la obstruccion al flujo biliar
produce aumento de la presion biliar y disfuncion de las células epiteliales
biliares, que secretan citoquinas y causan una respuesta inflamatoria moderada.
Con posterioridad, la difusion a través de la pared de los conductos biliares de
los acidos biliares libres, puede estimular la reaccion ductular, con respuesta
hiperplasica de las células epiteliales biliares, activacion de los colangiocitos y
por ultimo, estimulacion de los fibroblastos portales. (Syal y cols., 2012).

Estudios “in vitro” e “in vivo”, han demostrado que los fibroblastos portales
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depositan colagenos de membrana basal y coldgeno fibrilar, propios de la
fibrosis hepatica. Asi mismo, tras la ligadura del colédoco en la rata, los
fibroblastos periportales producen colagenos de tipos I, Il y IV, en tanto que los
miofibroblastos procedentes de fibroblastos portales, expresan RNA mensajero,
gue codifica colageno de tipo | y de tipo Il (Desmouliere y cols., 1997; Perepelyuk
y cols., 2013). Ademas, los miofibroblastos poseen funcidn contractil mediante la
accion de la actina de musculo liso (SMA)-alfa. La integracion de alfa-SMA
organizada como fibras de estrés, con las fibras propias de la matriz extracelular,
permite al miofibroblasto, ejercer una accién contractil a distancia, causando
remodelacion y distorsion de la estructura hepética, asociada a la fibrosis. (Ma y
cols., 2013; Shiy cols., 2014).

Los colangiocitos dafiados, liberan mediadores que inducen la respuesta
inflamatoria hepética. Uno de los principales mecanismos de dafio celular es el
estrés oxidativo. (Novo y cols., 2014).Es posible que las alteraciones metabdlicas
que produce la colestasis en los colangiocitos, genere hipoxia y por tanto,
produccion de radicales libres de oxigeno y nitrégeno, que a su vez, inducen la
activacion de factores de transcripcion proinflamatorios, como son NFkKB y AP-1.
(Liedtke y cols., 2013). Entre los mediadores proinflamatorios que se generan,
destacan las quimioquinas, que son responsables de la atraccién de leucocitos.
(Koenderman y cols., 2014). En la actualidad, al considerar que fosfoinositol-3-
Kinasas (P13Ks) desempefia una accion importante en la sefial inicial de
transduccién, que conduce a la expresion de quimioquinas y sus receptores y
por tanto, regulan la extravasacion y migracion de células protagonistas de la
inmunidad natural, como son neutréfilos y monocitos, al parénquima hepatico

inflamado. (Hawkins y cols., 2014).

El factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) desempefia una importante
accion reguladora del desarrollo embrionario, mediante la regulacion de la
transicion mesénquimo-epitelial. Sin  embargo, HGF por sus efectos
pleiotrépicos, también esta implicado en la regulacién de la inflamacion, en
numerosos modelos experimentales, ya que ejerce una accién protectora,
mediante su accion inmunosupresora. Asi, HGF puede prevenir la insuficiencia
hepética experimental, entre otros mecanismos, induciendo la produccion del
antagonista de receptores de IL-1 o limitando la citotoxicidad hepatocitaria
causada por interferén (IFN). (Molnarfi y cols., 2014). La inhibicién en la sintesis
y secrecidn de esta citoquina por las células de origen mesenquimal hepdtico,

como son los fibroblastos portales, podria constituir un factor inductor de
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inflamacién en la fibrosis biliar, asi como la degradacion enzimética de sus

receptores epiteliales. (Stoker y cols., 1987).

La produccion hepatica de quimioquinas, no solo atrae células derivadas
de las células madre hematopoyéticas, sino también células madre
mesenquimales procedentes de la médula ésea, asi como fibrocitos, en
particular los fibrocitos migran al higado colestéasico y constituyen el 4 al 6% de
las células que expresan colageno tipo I. (Kisseleva y cols., 2012). Los fibrocitos
poseen la capacidad de transformar su fenotipo y diferenciarse en
miofibroblastos productores de colageno en el higado inflamado y por esta
razén, se ha investigado el mecanismo por el que son reclutados. Entre los
factores que regulan la movilizacién de los fibrocitos desde la médula 6sea,
destaca el TGF-B1. (Hong y cols., 2007) y entre las quimioquinas que facilitan su
reclutamiento, se han descrito, principalmente, CCL 2, CCL 7, CCL 12 y CCL 3,
gue son ligandos para los receptores CCR 2 y CCR 1 en células hepaticas y
derivadas de la médula 6sea. (Seki y cols., 2009). En ratones con ligadura de
colédoco, se ha demostrado que los fibrocitos procedentes de la médula 6sea,
migran especificamente al higado con fibrosis biliar y por lo tanto, participarian
en la fibrogénesis, ya que colaboran en el incremento de la poblacién hepatica

de miofibroblastos. (Scholten y cols., 2011).

Las células inflamatorias que son atraidas al parénquima hepatico,
fagocitan células necroticas o apoptéticas y amplifican las respuesta inflamatoria,
al liberar citoquinas proinflamatorias, como son TFN-alfa, IL-6 e IL-1beta, asi
como por la captacién de linfocitos T. (Jenne y cols., 2013; Park y cols., 2014;
Sipeki y cols., 2014).

Asi  mismo, numerosos mediadores liberados por las células
inflamatorias, estimulan la actividad de los miofibroblastos, asi como potencian
su proliferacién y la produccién matriz extracelular. Entre estos factores, los que
poseen mayor actividad son TGF-B, el factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF) e IL-13. (lwaisako y cols., 2014).

Por lo tanto, el modelo experimental de fibrosis billiar por ligadura del
colédoco, cursaria con colestasis, inflamacion portal hepatica, infiltracion
leucocitaria de los tractos portales, proliferacion de los colangiocitos y fibrosis de
los tractos portales. La alteracion del metabolismo de los colangiocitos durante la
colestasis, no solo estaria causada por el estrés oxidativo inducido por la

hiperpresion y los acidos biliares, sino que también concurriria la activaciéon de
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las células de Kupffer por su capacidad de liberar radicales libres de oxigeno.
(Ljubuncic y cols., 2000).

Los fibroblastos portales establecen relacion paracrina con los
colangiocitos e influyen en su proliferacion cuando existe colestasis obstructiva.
Cuando se transforman en miofibroblastos, no expresan ectonucleotidasa
NTPDasa 2 y por lo tanto, no degradan los nucleétidos extracelulares, que
interaccionan con los receptores de clase P2Y en los colangiocitos y estimulan
su proliferacion. (Jhandier y cols., 2005). Este mecanismo por el que los
miofibroblastos portales regulan la proliferacion de los colangiocitos, se
considera que participa en la reaccion ductular, que es secundaria a la colestasis
extrahepética. (Fausther y cols., 2013). Asi mismo, los fibroblastos portales
podrian regular la proliferacién de colangiocitos mediante la produccion de acido
hialurénico, que se ha demostrado en la fibrosis biliar que aumenta en el espacio
portal y se une al receptor CD44, cuya expresion estd aumentada en los

colangiocitos y favorece su hiperplasia (He y cols., 2008).

En la colestasis obstructiva, otros mecanismos, que podrian regular la
activacion y proliferacion de los fibroblastos portales, estarian relacionados con
su interaccién paracrina con endotelios vasculares sanguineos vy linfaticos, asi
como con la inervacién, en particular del plexo vascular arterial peri biliar. Asi,
durante el desarrollo de fibrosis biliar, los fibroblastos portales pueden favorecer
la angiogénesis en los espacios portales. (Figura 12), (Lemoinne y cols., 2013).
También las células endoteliales linfaticas, por estimulacién mediante factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), favorecen el desarrollo de células
parietales con alfa-SMA, que a su vez, causan gran produccién de acido
hialurénico. Este ultimo mecanismo de interaccion entre los miofibroblastos y las
células endoteliales linfaticas, que ha sido demostrado en la fibrosis pulmonar,
también podria participar en la patogenia de la fibrosis biliar. (Meinecke y cols.,
2012). La relacion funcional entre los miofibroblastos y las células nerviosas, es
propia del desarrollo embrionario, aunque se sospecha que en la fibrosis biliar,
esta interaccion podria estar unificada también en su patogenia, maxime si se
considera, que el plexo vascular perihiliar estd muy inervado y que las células
precursoras de los fibroblastos portales expresan receptores de neurotrofina que
participa en el desarrollo nervioso embrionario. (Suzuki K y cols., 2008).
Recientemente, también se ha demostrado la implicacion de receptores

cannabinoides en la apoptosis y fibrosis hepatica, secundarias a la ligadura del
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colédoco en la rata. Asi, la estimulacion de receptores CB2 o el blogqueo de

receptores CB1, atentan la fibrosis hepatica. (Mahmoud y cols., 2014).
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Figura 12. La interaccién de las células progenitoras hepaticas/ductular con
miofibroblastos hepaticos. Células progenitoras hepaticas/ductular interactian
bidireccionalmente con miofibroblastos, a través de mudltiples vias, para proliferar y
activar acciones profibrogenicas, proangiogénicas y / o proregenerativas, dependiendo
de su origen y microambiente. (Lemoinne y cols., Origins and functions of liver
myofibroblasts. Biochim Biophys Acta. 948-54, 2013).

Las células estrelladas hepaticas, constituye la principal fuente
productora de miofibroblastos en la insuficiencia hepatica crénica de causa virica
(Infecciones por HBV y HCV). Asi como en la esteatosis hepética, o que no
excluye de su participacion secundaria a los fibroblastos en la fibrosis biliar. (Xu
y cols., 2014). Las células estrelladas hepéticas proceden del mesénquima
embrionario y residen en el espacio de Disse, entre los hepatocitos y las células
endoteliales sinusoidales. Mediante sus prolongaciones dendriticas, contactan
con las células endoteliales de los sinusoides hepaticos y en su citoplasma
acumulan vitamina A cuando expresan un fenotipo quiescente. (Asajina, 2012).
También son caracteristicas de su fenotipo quiescente, la expresion de desmina,
marcadores neuronales, como la proteina asociada fibrilar glial, sinaptofisina,
sinemina y receptor p75 de factor de crecimiento nervioso (NGF). (Bataller y
cols., 2003). Por el contrario, cuando se activan liberan los depésitos lipidicos,
(Jing y cols., 2013) e inhiben la expresion de marcadores neuronales, en tanto
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gue expresan alfa-SMA (Amooth mucle actin alpha) y sintetizan coladgeno tipo 1

transformandose en miofibroblastos. (Forbes y cols., 2011; Novo y cols., 2014).

Las células estrelladas hepéticas también se han denominado células
peri sinusoidales y células de ITO, aunque en estado quiescente, una de sus
funciones principales es la propia de los pericitos, rodeando los sinusoides
hepaticos y por lo tanto, con capacidad para acoplar el flujo sanguineo
intrahepatico. Sin embargo, tras su estimulacion por TGFB1 se activan y
protagonizan la cicatrizacién hepatica. (Yin y cols., 2013). En esencia, la pérdida
de la homeostasis de las células estrelladas hepaticas quiescentes, es la
productora principal de su activacion. En este sentido, se han propuesto varias
alteraciones como inductoras de la expresion miofibroblastica por las células
estrelladas hepaticas. Asi, la activacion de los canales de K+, (Freise y cols.,
2014) la expresion del factor inducible por hipoxia (HIF)-1-alfa, (Zhan y cols.,
2014) y la autofagia. (Mallat y cols., 2014). En particular, la autofagia de los
depositos lipidicos de las células estrelladas hepéticas contribuye a su activacion
y diferenciacion miofibroblastica. Se ha propuesto, que el estrés oxidativo y el
estrés del reticulo endoplasmatico, serian dos factores estimuladores de la
autofagia en las células estrelladas hepéaticas. (Hernandez-Gea y cols., 2013).
Por el contrario, también se ha propuesto la autofagia como un mecanismo
protector anti inflamatorio. En este sentido, la autofagia en los macrofagos evita
la liberacion de mediadores proinflamatorios en la insuficiencia hepética crénica.
Por lo tanto, la autofagia, segun el tipo celular en que se produce, puede
contribuir a la fibrogénesis hepéatica; por ejemplo, la autofagia en las células
estrelladas hepaticas, o bien puede ejercer un efecto anti inflamatorio y anti
fibrogénico, por ejemplo, la autofagia en macrofagos o la autofagia en los
hepatocitos, que evita su apoptosis tras la agresion. (Mallat y cols., 2014).

Las células estrelladas hepaticas favorecen la proliferacion de los
hepatocitos y de las células biliares. Asi mismo, durante el desarrollo
embrionario inducen la diferenciacion de ambos tipos celulares hepaticos.
(Lemaigre, 2009) También han sido implicadas en la regeneracion hepatica,
mediante la produccién de factores angiogénicos, que modulan las células
endoteliales y factores que causan la proliferacion de los hepatocitos y la
remodelacion de la matriz extracelular. (Roskams, 2008). Por lo tanto, las células
estrelladas hepaticas son capaces de expresar un fenotipo pro-regenerativo
hepético, cuya investigacibn experimental es fundamental, ya que su

manipulacion puede ofrecer mdltiples aplicaciones terapéuticas en la clinica
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humana. (Yin y cols., 2013). Asi, las células estrelladas hepaticas, se pueden
trasplantar en el higado lesionado y contribuir a la regeneracion tisular, ya que
son capaces de expresar un fenotipo similar al propio de las células progenitoras
hepaticas durante su diferenciacién en hepatocitos y células epiteliales biliares.
Por lo tanto, la terapia con células estrelladas hepéticas, puede constituir un
excelente método en el futuro, para conseguir la regeneracion hepética, ya que
pueden diferenciarse, tanto en hepatocitos como en células biliares. (Kordes y
cols., 2014).

Sin embargo, las condiciones ambientales secundarias a la agresion
hepatica cronica, inducen la expresion del fenotipo fibrogénico en las células
estrelladlas hepaticas. (Pellicoro y cols., 2014; Xu y cols., 2014; Jwaisako y cols.,
2014; Novo y cols., 2014).

Las células hepaticas activadas y los miofibroblastos que de ellas
derivan, tienen caracteristicas inmunoldgicas y por esta razén, son capaces de
establecer interacciones con células inherentes a la inmunidad natural, asi como
ejercer acciones inmunoreguladoras. Asi, las células estrelladas hepéaticas, al ser
activadas, producen radicales libres de oxigeno, a través de NADPH oxidasa,
citoquinas pro inflamatorias, quimioquinas y receptores de quimioquinas, como
CCRZ, CCR 5, CCR 7, CXCR 3 y CXCR 7 (Pellicoro y cols., 2014).Entre las
células inmunes que regulan, destacan los macréfagos, incluyendo también las
células de Kupffer. Sin embargo, la agresién hepatica, causa reduccién de las
células de Kupffer, en tanto, que aumenta considerablemente el nimero de
macrofagos, que infiltran el tejido fibrosado hepatico. (Ramachandran y cols.,
2012), ya que el reclutamiento hepético de los macréfagos es fundamental en la
produccion de fibrosis, se han estudiado las caracteristicas que poseen estas
células, en distintos modelos experimentales de insuficiencia hepatica crénica y
se ha demostrado que los macrofagos profibrogénicos producen TGFB, PDGF,
IL-4, IL-13, que a su vez, estimulan la sintesis de colageno por los
miofibroblastos. A su vez, mediante la produccion de citoquinas proinflmatorias,
como son TNF-alfa e IL-1B, favorecen la supervivencia de los miofibroblastos
derivados de las células estrelladas hepaticas. (Wynn vy cols, 2010;

Zimmermman y cols., 2010).

Las propiedades inmunolégicas de las células estrelladas hepaticas
activadas, también le permiten modular la inmunidad adquirida, en particular,

durante la produccion de fibrosis hepdatica favorecen la aparicion de linfocitos
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Th17, que secretan IL-17 e IL-22, que actuando en receptores IL-17 de las
células estrelladas hepaticas, activan el factor de transcripcion STAT3 (signal
transducer and activator of transcription 3) e inducen la produccion de colageno
de tipo I. (Meng y cols., 2012). Otras interacciones con potencial actividad
profibrogénica, es la que las células estrelladas hepaticas activadas pueden
establecer con las células asesinas naturales (Natural Killer T cells=NKT cells),
gue constituyen el 30% de los linfocitos hepaticos. (Geissmann y cols., 2005) y
con las células cebadas, que también aumentan significativamente en el higado,
tanto en modelos experimentales de fibrosis hepatica, como en la cirrosis
humana. (Franceschini y cols., 2006; Franceschinic y cols., 2007; Aller y cols,
2007c).

TGF-B1 induce la activacion de las células estrelladas hepaticas y
aumenta la expresion del receptor PDGF, asi como favorece la respuesta
proliferativa dependiente de AKT, PI3K y p70S6K. Por lo tanto, aunque TGF- 3
inhibe la proliferacion hepatocitaria, sin embargo, estimula la proliferacion de las
células estrelladas hepaticas. (Ren y cols., 2013). Por el contrario PPAR-Gamma
(peroxime proliferator-activated receptor gamma), favorece la sensibilidad a
insulina e inhibe la activacion de las células estrelladas hepéticas. (Qian y cols.,
2012; Janani y cols., 2015). La via de sefalizaciéon Wnt es también fundamental
en la induccién de proliferaciéon de las células estrelladas hepaticas, en tanto que
Notch favorece la diferenciacion biliar. La activacion anémala de Wnt causa
fibrosis hepatica, no solo por proliferacion de las células estrelladas hepaticas,
sino también, porgque estimula su transicion miofibroblastica. (Miao y cols., 2013).
Por esta razén, la inhibicién de Wnt. asociada a la activacién de PPAR-gamma,

poseeria un efecto antifibrogénico hepatico. (Kang y cols., 2009).

En la fibrosis biliar experimental, se considera que la fibrogénesis es
iniciada por la activacién de los fibroblastos portales y segun progresa la fibrosis,
las células estrelladas hepaticas colaboran progresivamente en la remodelacion,
contribuyendo a incrementar la poblacién de miofibroblastos hepéticos. Por lo
tanto, en la colestasis extrahepatica experimental, se ha sugerido que los
fibroblastos portales podrian regular la activacion de las células estrelladas
hepéticas. (Twaisako y cols., 2014) Entre los mecanismos de activacion de
ambos tipos de precursores miofibroblasticos hepéticos, destacan los
epigenéticos, que alteran la funcion de los genes sin maodificar la estructura del
ADN. Asi, tras su activacion, las células estrelladas hepaticas inhiben la

metilacion de los genes que producen quiescencia, esto es, que silencian los

45



INTRODUCCION

genes antifibrogénicos, como son IKB-alfa o PPAR-gamma y por lo tanto, se
aumenta la expresion de la metil transferasa de histona, que a su vez, permite la
transcripcion de colageno, TIMP-1 y TGF-B. (Yang y cols., 2012). A su vez, el
aumento de la expresion de PPAR-gamma en los miofibroblastos derivados de
células estrelladas hepéticas, produciria la reversibon de su activacion
profibrinogénica. (Jaster y cols., 2005). Estos resultados sugieren, que las
alteraciones micro ambientales que inicialmente se producen en la colestasis
obstructiva experimental, causan la activacion de fibroblastos portales y de
células estrelladas hepaticas por mecanismos epigenéticos. En este supuesto, la
manipulacion y control del metabolismo celular, que regula las caracteristicas
bioquimicas ambientales hepaticas en la fibrosis biliar, representaria un eficaz

mecanismo terapéutico.

5. CELULAS MADRE MESENQUIMALES E INSUFICIENCIA HEPATICA

Las células madre, representan un futuro prometedor en medicina, ya
que se ha demostrado experimentalmente su gran capacidad para modular la
respuesta inflamatoria, asi como para participar en la regeneracion de tejidos y
6rganos. (Sutton y cols., 2014). Las células madre pueden proliferar
manteniendo su indiferenciacion y por su potencial pluripotencia generan células
progenitoras de mdltiples tipos celulares. Esta Ultima propiedad, les confiere
capacidad para regenerar y reparar tejidos humanos. En los mamiferos existen
dos tipos fundamentales de células madre, las células madre soméaticas, también
denominadas células madre somaticas o progenitoras y las células madre

embrionarias. (Niwa y cols., 2000).

Las células madre somaticas se encuentran en los tejidos de adultos,
principalmente en médula 6sea, tejido adiposo y sangre. Estas células, son
capaces de proliferar y regenerar el tejido lesionado. Su limitaciéon es que solo se
pueden diferenciar en un tipo celular. (Gimble y cols., 2007). Por el contrario, las
células madre embrionarias son pluripotentes y se pueden diferenciar en células
derivadas de las tres capas germinativas, esto es, del endodermo, mesodermo y
ectodermo. Por desdiferenciacion, una célula somética diferenciada se puede
transformar en una célula madre pluripotente o multipotente, en tanto que por
transdiferenciacion, una célula somética, cambia su fenotipo y adopta una
identidad diferente, sin tener que desdiferenciarse. (Evan y cols. 1981; Graft,
2011).
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La reprogramacion celular tiene su origen en la transferencia de ndcleos
de células somaticas, que demostrd, que el nicleo contiene toda la informacion
genética necesaria para transformar cualquier célula del organismo. (Briggs y
cols., 1952; Campbell y cols., 1996; Tachibana y cols., 2013).

Un gran avance en la reprogramacion celular, fue la creacion de células
equivalentes a las células madre embrionarias sin utilizaciébn de embriones, sino
mediante su creacion “in vitro”. Asi, las células somaticas pueden ser
reprogramadas genéticamente para inducir una célula madre pluripotente
(iPSCs). Para alcanzar este objetivo, se realizé la transformacion de los factores
de transcripcion Oct 4, Sox 2, KIf 4 y c-Myc a fibroblastos de ratén y humanos,
utilizando vectores retrovirales. (Takahashi y cols., 2006; Takahashi y cols.,
2013). La aplicacién clinica mas atractiva de estas técnicas de reprogramacion
genética, es la obtencion de iPSCs especificas de los pacientes, para sustituir
los tejidos dafados. (Kanherkar y cols., 2014).La posterior manipulacion
utilizando diferentes factores para la reprogramacion genética, ha conseguido
resultados mas eficaces. Asi se puede favorecer la expresion de especificos
factores de transcripcion, tanto del endodermo, como de los hepatocitos que
representan diferentes estadios evolutivos del desarrollo embrionario. (Banas y
cols., 2007b).

Algunas células madre del adulto tienen la propiedad de diferenciarse en
hepatocitos. Inicialmente, la obtencidon de estas células para diferenciarse a
hepatocitos se limité a la médula 6sea. En particular, se llegé a seleccionar una
fraccion de estas células, localizadas en el estroma de la médula 0Osea,
denominadas células madre mesenquimales. Estas células demostraron su
capacidad para diferenciarse en hepatocitos. (Pittenger y cols., 1999). Sin
embargo, en la actualidad la fuente mas atractiva para la obtencién de células
madre mesenquimales es el tejido adiposo, ya que gran niumero de estas células
pueden ser obtenidas por liposuccién, una técnica quirdrgica minimamente
invasiva (Seo y cols., 2005a; Seo y cols., 2005b). Asi, estas células madre
pueden ser obtenidas del propio paciente y tras su diferenciacién a hepatocitos,
pueden ser trasplantadas. (Wu y cols., 2012; Banas Yy cols., 2007b).

Para inducir la diferenciacion de las células madre mesenquimales a
hepatocitos “in vitro”, es fundamental someterlas a estimulo adecuado para que
mantengan las funciones especializadas de las células epiteliales hepaticas.

Existen varios métodos para lograr este fin. Por ejemplo, mediante su
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tratamiento con diferentes citoquinas y factores de crecimiento, como Hepatocyte
growth factor (HGF), epitelial growth factor (EGF), los factores de crecimiento de
los hepatocitos (HGF) y de epitelio (EGF), insulina o factor de crecimiento similar
a insulina (IGF). Ademas, también estimulan la diferenciacion a hepatocitos, la
dexametasona, el &cido retinoico, la nicotinamida y la noradrenalina. (Wu y cols.,
2012; Talen y cols., 2007) En general, las células con caracteristicas similares a
hepatocitos obtenidos a partir de las células madres mesenquimales, derivadas
del tejido adiposo, tienen caracteristicas diferentes segun el método utilizado

para su diferenciacién. (Snykers y cols., 2006).

Otro método para diferenciar hepatocitos, consiste en cultivar las células
madre mesenquimales con hepatocitos o con células hepaticas no epiteliales

adultas o de higado fetal. (Lange y cols., 2006; Deng y cols., 2008).

Por dltimo, la diferenciacion hepatogénica “in vitro”. Puede ser
conseguida induciendo determinados factores de transcripcion. Asi, HNF3B es
un factor de transcripcion fundamental para el desarrollo embrionario del higado

y puede ser regulado con tetraciclina. (Ishii y cols., 2008).

Las células madre mesenquimales se pueden diferenciar también en
hepatocitos “in vivo”. Estos experimentos se han realizado principalmente en
roedores con insuficiencia hepatica aguda o crénica y han demostrado que la
diferenciacion hepatogénica “in vivo” de las células madre mesenquimales, es un
eficaz tratamiento de las enfermedades hepdéticas. (Dai y cols., 2009). En
particular, las células madre mesenquimales derivadas de la médula 6ésea,
inyectadas directamente en el parénquima hepatico de ratas cirréticas, se
diferencia sin fusion, en hepatocitos. Por lo tanto, se puede considerar que las
células madre mesenquimales pueden diferenciarse a hepatocitos “in vivo”, asi
como estimular la regeneracién hepatica y favorecer la degradacién de la matriz
extracelular fibrosa. (Dai y cols., 2009). A este respecto, las células madre
mesenquimales derivadas de la médula 6sea indiferenciadas, son més eficaces
en la reversion de la fibrosis causada por tetracloruro de carbono en rata, que las
adipogénicas y hepatogénicas, entre otras razones, porque producen mas
metaloproteinas (MMP)-2 y MMP-9. (Hardjo y cols., 2009).

Las células madre mesénquimales estan consideradas como principales
candidatas para el tratamiento de las enfermedades inflamatorias crénicas
productoras de fibrosis. A sus efectos inmunomoduladores se une su accion para

reducir los factores profibréticos, como son el estrés oxidativo, la hipoxia y la
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actividad de TGF-B1. (Figura 13), (Usunier y cols., 2014). Entre las acciones
inmunomoduladoras de las células madre mesenquimales, se han demostrado
multiples, entre ellas, la inhibicibn de la proliferacion de linfocitos T y B, la
inhibicion de la produccion de inmunoglobulinas, el cambio de polaridad de los
linfocitos Thl a Th2 o anti inflamatorios, la disminucion en la expresién de TLR
(toll leke receptors), la reduccion de la infiltracion de monocitos/macréfagos,
neutréfilos y linfocitos, que se correlaciona con la disminucion de la expresion de
MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1). Disminucion de macrofagos de
tipo 1 y aumento de los macréfagos de tipo 2, inhibicion liberacién de
microvesiculas a la circulacion sanguinea por las células inflamatorias, asi como
la disminucion en la expresién de citoquinas proinflamatrorias, como IFN-
gamma, TNF, IL-1-alfa e IL-6 y aumento de la produccion de citoquinas anti
inflamatorias, como IL-4 e IL-10. (Zheng y cols., 2013; Usunier y cols., 2014;
Haidara y cols., 2014; Glenn y cols., 2014). Las propiedades anti inflamatorias e
inmunosupresoras que poseen las células madre mesenquimales, las hace
igualmente atractivas para reducir la agresién inmunolégica en el trasplante de
6rganos. En particular las células madre mesenquimales inducen tolerancia. La
membrana celular de estas células presenta pocos antigenos leucocitarios
humanos (HLA) de clase | y no expresa HLA de clase Il, ni moléculas co-
estimuladoras (Le Blanc y cols., 2003), por lo que se las considera células
inmunoprivilegiadas, aunque no se excluye que en determinadas circunstancias,
como son, por ejemplo, tras la estimulacién con Interferén gamma (IFN-y)
puedan expresar moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MMC) y
por lo tanto, ser capaces de presentar antigeno. (Krarojera y cols., 2006). Sin
embargo, tanto las células madre mesenquimales, como las células
presentadoras de antigeno por excelencia, como son las células dendriticas, son
capaces de inducir tolerancia en el trasplante de organos. (Guo y cols.,
2014).Ademaés las células madre mesenquimales humanas, se considera que no
tienen riesgo de malignizacion, esto es, de transformarse en células cancerosas.
(Casiraghi y cols., 2013). Sin embargo, las células madre mesenquimales
pueden interaccionar con la terapia inmunosupresora, ya que ambos comparten
similares funciones inmunosupresoras. Asi, tacrolimus, un inhibidor calcioneurina
y rapamicina, un inhibidor de mTOR, reducen las propiedades inmunosupresoras
de las células madre mesenquimales y por el contrario, estas células también
reducen la capacidad inmunosupresora de Tacrolimus y Rapamicina. Incluso a

elevadas dosis tacrolimus pueden ser toxicas para las células madre
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mesenquimales. (Hoogduijin y cols., 2008). Por lo tanto, es importante la
adecuada seleccion de la terapia con farmacos inmunosupresores si se utilizan

células madre mesenquimales (Vandemeulen y cols., 2014).

Monocytes

| Differentiation into DC |
| THF-, IFN-y

T M1 — M2 macrophage
I1L-19

| Activation
Apoptosis | i | Profifcration
ptosis | | | =
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et foiia | | 1%y
Meutrophils

i HLAG, FGEI.TGF-llgI..
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Figura 13. Las células madre mesenquimales ejercen diversos efectos sobre las
células inmunes. Resumen de los efectos mediados por las celulas madre
mesenquimales en la respuesta inmune. Varios factores secretados por estas ejercen un
efecto inhibidor sobre las células del sistema inmunitario que estan implicados en el
proceso fibrético (HGF: factor de crecimiento de hepatocitos, HLA: antigeno humano de
leucocitos, IDO: indoleamina 2,3-dioxigenasa, IFN-y: interferén y, Ig: inmunoglobulina, IL:
interleucina, MSC: células estromales mesenquimales, NO: oOxido nitrico, PGE2:
prostaglandina E2, Tc: citotoxica de células T, TGF-B: factor de crecimiento
transformante-B, TNF-a: factor de necrosis tumoral -a, Th: células T helper, y Treg: de
células T reguladoras).(Usunier y cols., Management of fibrosis: the mesenchymal
stromal cells breakthrough. Stem Cells Int. 2014).

Las funciones inmunosupresoras de las células madre mesenquimales
permite que sean utilizadas también para inhibir la respuesta inmunolédgica del
injerto contra el huésped, por ejemplo, en el trasplante de médula 6sea (Francois
y cols., 2013) y de intestino, asi mismo para el tratamiento de las enfermedades
autoinmunes. (Glenn y cols., 2014; Kyurkchiev y cols., 2014) A su vez, por sus
propiedades regenerativas, se ha propuesto su utilizacion en mdltiples
enfermedades que cursan con insuficiencia o degeneracion tisular u organica.
(Parekkadan y cols., 2010; Lanzoni y cols., 2013; Qin y cols., 2014; Sutton y
cols., 2014).
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Las células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo (MSC-
TA), también llamadas células estromales derivadas del tejido adiposo y células
estromales adherentes derivadas de tejido adiposo, son multipotentes y muy
similares a las células madre mesenquimales derivadas de la médula 6sea. (De
Ugarte y cols., 2003). Las células madre mesenquimales derivadas del tejido
adiposo (MSC-TA), se pueden diferenciar en hepatocitos, tanto “in vitro” como “in
vivo” y asi expresan marcadores hepaticos, esto es, proteinas y enzimas propias
de los hepatocitos, asi como sus funciones, ya que sintetizan urea y captan
lipoproteinas de baja densidad (LDL). (Seo y cols., 2005a). EI mecanismo de
transdiferenciacion de las células madre mesenquimales en células similares a
hepatocitos, es un proceso inverso al de transicion epitelio-mesenquimal, esto
es, constituye un proceso de especializacion celular y por esta razén, se inhiben
los reguladores de transicion epitelio-mesenquimal como son Twist y Snail, en
tanto que se expresan marcadores epiteliales como E-cadherina y alfa-catenina.
(Christ y cols., 2010; Yammamoto y cols., 2008). Asi mismo, la via de
sefalizaciébn Wnt, que esta implicada en el desarrollo embrionario, se inhibe en
el proceso de diferenciaciéon de las células madre mesenquimales a hepatocitos.
(Ke y cols., 2008).En esta diferenciacion, también participan mecanismos
epigenéticos, como la metilacion de acido desoxirribonucleico (ADN) y la

acetilacion de histonas. (Yamazaki y cols., 2003; Sgodda y cols., 2007).

En su condicion de células inmunoprivilegiadas se ha propuesto la
utilizacion de MSC-TA, en alo- y xeno-trasplante. Sin embargo, se ha
demostrado que estas células aln poseen capacidad para inducir respuesta
inmunitaria en el receptor y por lo tanto, su longevidad y capacidad funcional
podrian reducirse por la agresion inmunolégica. Asi, los xenotraplantes de las
células madre mesenquimales son rechazados, ya que inducen una respuesta
inmune mediada por linfocitos T. (Fibbe y cols., 2007). Esta respuesta mediada
por la inmunidad adquirida obliga, por lo tanto, al empleo de terapia
inmunosupresora cuando se realiza este tipo de trasplante. La inmunogenicidad
de las células madre derivadas de tejidos del adulto, se reduce mediante su

encapsulamiento. (Goren y cols., 2010; Meier y cols., 2014).

Las células madre mesenquimales diferenciadas a hepatocitos, se
considera que realizan las funciones propias de su especializacion, esto es, se
deposita en ellas glucogeno, se detoxifica el amonio mediante la sintesis de
urea, captan lipoproteinas de baja densidad (LDL) y tienen la actividad

metabdlica de citocromo P450. (Wu y cols., 2012), asi como aumentan la
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expresion de multiples proteinas mitocondriales, con un concomitante
incremento de la actividad oxidativa. (Wanet y cols., 2014). Sin embargo, una
alternativa al trasplante de MSC-AT diferenciados a hepatocitos, para el
tratamiento de enfermedades metabdlicas, lo constituye el trasplante de
hepatocitos. Asi, en ratones con colestasis intrahepética, el trasplante de
hepatocitos por via portal, permite la correccion metabodlica que induce esta

enfermedad. (Boudechiche y cols., 2014).

MSC-TA diferenciadas hepatocitos, se han trasplantado, por via sistémica
a través de la vena de la cola, demostrandose que reduce la inflamacion y la
apoptosis, asi como favorece la proliferacion de hepatocitos en la fibrosis
hepética por CCl4. (Yin y cols., 2014). En este sentido, incluso el trasplante
sistémico de células madre mesenquimales ha demostrado su eficacia en el
tratamiento de la insuficiencia hepatica aguda y crénica experimental. (Ma y
cols., 2014; Pascual-Miguelafiez y cols., 2014). Para favorecer la llegada de
estas células trasplantadas al parénquima hepéatico lesionado, se considera que
es importante utilizar el factor quimiotactico propio de la respuesta inflamatoria.
(Marra y cols., 2014). Asi, en el tejido inflamado se encuentran elevadas
concentraciones de SDF-l-alfa (stromal derived factor), una quimioquina
fundamental para dirigir la migracién de las células que expresan el receptor
CXCRA4. (Bleul y cols., 1996) y que por lo tanto, es capaz de atraer hacia el foco
inflamatorio, tanto células madre hematopoyéticas, como leucocitos o células
madre mesenquimales. (Yang y cols., 2015). Asi, se ha demostrado que la
modificacidon genética de las células madre mesenquimales, modificando la
expresion CXCR4, consigue que su trasplante mejore la colonizacién hepatica
tras su administracién intravenosa y por lo tanto, consigue mayor eficacia en el
tratamiento de la insuficiencia hepatica cronica producida por CCl4. (Ma y cols.,
2014).

Sin embargo, el trasplante sistémico de células madre mesenquimales en
la insuficiencia hepatica aguda experimental, no solo ejerce efectos beneficiosos
en el higado inflamado, sino también sistémicamente. (Zhu y cols., 2013).
Aungue las células madre trasplantadas se alojan en el higado, se ha sugerido
que ademas del efecto paracrino hepatico, las células madre mesenquimales
también podrian ejercer una accion inmunosupresora sistémica, mediante la
produccién y liberacion de factores troficos e inmunomoduladores. (Parekkadan
y cols., 2007). Las células mesenquimales madre no suelen diferenciarse en

hepatocitos, por lo que su accién beneficiosa se atribuye a los factores
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hepatoprotectores que producen IL-6, que induce la expresion de FGL-1
(Fibroblast-like-protein 1 gene), un estimulante de la regeneracién hepatica.
(Kovalorich y cols., 2001) y que ademds, protege contra la muerte celular
mediada por Fas, ya que incrementa la expresién de proteinas hepaticas
antiapoptoticas. (Bansal y cols., 2005). Por lo tanto, en la insuficiencia hepatica
aguda, el tratamiento con células madre mesenquimales, poseeria una accion
beneficiosa, tanto hepatica, favoreciendo la regeneracion, como sistémica,

mediante la secrecion de mediadores antiinflamatorios. (Van y cols., 2008).

Otro factor que se debe considerar en el trasplante de células madre
mesenquimales en la insuficiencia hepatica aguda, es el estadio evolutivo de
dicha patologia. Asi, en la fase en la que se produce la maxima agresion
hepatica, es posible que estas células se transformen en miofibroblastos en vez
de hepatocitos. Por el contrario, en fases evolutivas mas avanzadas existiria una

predisposicién a su transformacion en hepatocitos. (Meier y cols., 2013).

En la insuficiencia hepatica crénica experimental, ya producida por
tetracloruro de carbdn, tioacetamida o colestasis extrahepatica, el tratamiento
con células madre mesenquimales ha demostrado que favorece la regeneracion
hepatica. (Sun y cols., 2013; Ahmed y cols., 2014; Motawi y cols., 2014;).Las
células madre mesenquimales isotrasplantadas por via intravenosa en ratones
cirréticos, se alojan en los higados con fibrosis inducida por CCl4 y reducen la
fibrosis, asi como favorecen la regeneracion hepética. Sin embargo, este efecto
beneficioso tan solo se logra, si el trasplante se efectla inmediatamente tras la
exposicion a CCl4, pero no, si se retrasa a la primera semana tras la induccién
de fibrosis. (Fang y cols., 2004). Asi mismo, también influyen las condiciones
ambientales en las que se cultivan las células madre mesenquimales. Se ha
demostrado, que las células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo,
son mas estables cuando se cultivan en hipoxia, puesto que es un ambiente
similar al que proceden. Incluso en condiciones de cultivo hipéxico, estas células

poseen mayor capacidad para ejercer efectos terapéuticos (Feng y cols., 2014).

Entre los mecanismos antifibrogénicos de las células madre
mesenquimales, destaca su accion paracrina en las células estrelladas. (Day y
cols., 2009). Las células mesenquimales causan la apoptopsis de las células
estrelladas hepaticas, mediante la produccién de factor de crecimiento
hepatocitario (HGF) y factor de crecimiento nervioso (NFG), asi como también

reducen su funcién de sintesis de colageno | e inhiben su proliferacion (Figura
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14) (Parekkadan y cols., 2007). Esta accion antifibrética hepética de las células
madre mesenquimales, se puede potenciar mediante manipulacion genética. Asi,
MSC-AT, con capacidad para incrementar la expresiéon HGF, reducen la fibrosis

post-radiacion hepética en la rata. (Zhang y cols., 2014).
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TNF-o &
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Figura 14. Un modelo esquematico de los efectos paracrinos de factores activados
derivados de las células madre mesenquimales. La liberacion de IL-6 por las celulas
estrelladas activadas conduce a la secrecion de IL-10 por MSCs que induce la secrecion
de TNF-a por las celulas estrelladas y esta a su vez, inhibe la proliferacién SC y la
sintesis de colageno. El efecto marginal de IL-10 en la proliferacién de las células
estrelladas se denota poco. Las células estrelladas se someten a la apoptosis después
del cultivo con celulas madre mesenquimales debido al aumento de los niveles de HGF.
(Parekkadan vy cols., Immunomodulation of activated hepatic stellate cells by
mesenchymal stem cells. Biochem Biophys Res Commun. 2007).

En animales con fibrosis hepatica, se ha demostrado que las células
madre mesenquimales inyectadas por via portal, aumentan la expresion hepatica
de VEGF, HGF, IL-10 y MMP-9, se diferencian en hepatocitos y ademas,

favorecen la regeneracion hepatica. (Li y cols., 2013).

En la insuficiencia hepatica crénica experimental, el trasplante de
hepatocitos, ha demostrado recientemente, que es mas eficaz en la produccién
de regeneracion hepdtica, que las células madre mesenquimales derivadas de la
médula 6sea y las células de higado fetal. Este efecto beneficioso, se atribuye a
que sus efectos son principalmente metabdlicos y no antiinflamatorios. (Sun y
cols., 2014). El trasplante de hepatocitos ha tenido la limitacion impuesta por la

imposibilidad de obtener un nimero apropiado de células, mediante el cultivo de
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células madre hepéticas para conseguir un resultado beneficioso. Sin embargo,
en la actualidad es posible utilizar células madre hepaticas inducidas (i
Hep.SCs). (Yu y cols., 2013), lo que facilita ampliar su nimero mediante cultivo
“in vitro”. También las células fetales hepaticas poseen células progenitoras

hepaticas, que favorecen la regeneracion hepatica (Alison y cols., 2007).

El trasplante de células madre mesenquimales ha demostrado ser mas
eficaz, cuando se realiza por inoculacion directa en el parénquima hepatico
lesionado. Por inyeccién intrahepatica, se han xenotrasplantado MSC-AT
humanas en el ratéon y se ha demostrado su persistencia, asi como su accion
antioxidante en la fibrosis hepatica. (Francois y cols., 2013; Ayatollahi y cols.,
2014) Las células trasplantadas expresan citoqueratina (CK18 y CK19), asi
como proteinas de fase aguda, NGF, HGF y moléculas antiinflamatorias, como
IL-10 y receptor soluble de IL-1 (IL-1 RA) (Francois y cols., 2013), asi como
incrementan las concentraciones del antioxidante glutation (Ayatollahi y cols.,
2014), por lo que reducen la apoptopsis e incrementan la proliferacion de
hepatocitos, consiguiendo corregir la disfuncion hepatica. (Francois y cols.,
2013).

Aunque la administracion de células madre mesenquimales por via
intraesplénica, no se considera tan eficaz como la intrahepatica, se ha
demostrado en un modelo de esteatosis hepéatica en el ratén, que el
xenotrasplante de células madre mesenquimales prediferenciadas a hepatocitos
por via esplénica, favorece la regeneracion posthepatectomia parcial,
localizAndose la células trasplantadas en los espacios periportales. (Winkler y
cols., 2014).

Para facilitar el trasplante de las células madre mesenquimales, ya
derivadas, de médula 6sea, cordon umbilical, amnios o tejido graso, es
aconsejable que no exista barrera inmunolégica, que impida o reduzca su
implantacion en los tejidos lesionados. Ya que estas células tienen capacidad
para expresar antigenos de histocompatibilidad, cuando se realiza alotrasplante
0 xenotrasplante, es conveniente la inmunosupresion asociada, para evitar su

rechazo. (Volarevic y cols., 2014).

Aunque no se han descrito casos de malignizacion de las células madre
mesenquimales trasplantadas, se debe considerar que existe dicho riesgo,
puesto que inciden varios factores predisponentes, como son la inestabilidad

gendmica, la significativa aneuploidia, la deleccién telomérica y la inhibicion o
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silenciamiento de genes que participan en la reparacion de DNA. (Volarevic y
cols., 2014).

En la actualidad, también se ha desarrollado un amplio campo de
investigacion en la consecucion de érganos y tejidos a expensas de células
madre mesenquimatosas indiferenciadas o diferenciadas incluidas en
estructuras, ya de material organico o inorgénico. La ingenieria tisular persigue la
obtencién de estructuras que permitan la proliferacién y la diferenciacion celular,
para lo cual se precisard un adecuado suministro de nutrientes y oxigeno para
las células trasplantadas. (Cohon, 1995; Gunatillake y cols, 2003; Hosseinkhani y
cols., 2014).

En modelos experimentales en animales pequefios, se investiga la
aplicacion de 6rganos bio-artificiales, utilizando métodos de descelularizacién y
recelularizacion, en pulmon, corazon, rifion e higado. (Kadota y cols., 2014). Ya
gue aun se desconocen los mecanismos moleculares que rigen la funcion de las
células madre mesenquimales, se precisa investigacion adicional para trasladar
los resultados conseguidos en experimentaciéon animal a la clinica humana. Sin
embargo, se considera, que sera preciso asociar a los hepatocitos células madre
para lograr su supervivencia a largo plazo, cuando estos 6rganos neoformados

sean trasplantados.
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ll. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis

La técnica microquirargica es aplicable a la cirugia experimental. En
particular, ha sido utilizada para la obtencibn de diversos modelos
experimentales de insuficiencia hepética en la rata. Por esta razon, ha sido
elegida para la puesta a punto de un modelo experimental de insuficiencia
hepatica colestasica. En esencia, la produccion de colestasis extrahepética en
la rata, utilizando una técnica microquirdrgica, se fundamenta en la reseccion de
la via biliar extrahepética y permite el estudio evolutivo a largo plazo de las
complicaciones que comporta ésta patologia, tanto hepatica como extrahepatica.

Las alteraciones hepaticas secundarias a colestasis extrahepatica en la rata
consisten fundamentalmente en la instauracion de un proceso inflamatorio, que
a su vez esta implicado en la produccién de proliferacion biliar y fibrosis. El grado
de insuficiencia hepatica que causa la colestasis induce la muerte del animal a
corto plazo por infeccion y/o hemorragia, si no se realiza su profilaxis. Por el
contrario, evitar estas complicaciones que se producen precozmente permite
conseguir un modelo de insuficiencia hepética cronica por fibrosis biliar en la
rata.

La fibrosis secundaria a colestasis en la rata, aunque tiene su origen en la
respuesta inflamatoria hepatica, no revierte mediante los multiples tratamientos
anti-inflamatorios ensayados hasta la actualidad, que han demostrado ser
ineficaces. Asi mismo, se debe considerar que la fibrosis es el estadio previo a la
cirrosis hepatica en la clinica humana, cuyo Unico tratamiento efectivo es el
trasplante de higado. Por lo tanto, todos los estudios dirigidos a evitar la
evolucién cirrética de la patologia inflamatoria hepéatica constituyen un objetivo
fundamental en la actualidad para conseguir reducir la elevada morbi-mortalidad
gue comporta ésta frecuente patologia en el ser humano.

En particular, en el presente trabajo experimental se ha ensayado el
tratamiento de la patologia hepatica colestasica realizando tanto Xenotrasplantes
de células madre mesenquimales adipociticas humanas como, Isotrasplantes de
madre mesenquimales adipociticas de ratas singénicas, ya que se ha
demostrado que estas células pluripotenciales, son capaces de diferenciarse en
hepatocitos y, ademas poseen una gran actividad anti-inflamatoria e

inmunosupresora.
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Objetivos
1. Estudiar la evolucion a largo plazo de la colestasis extrahepatica
microquirurgica en la rata, asi como demostrar la existencia de fibrosis biliar

causante de insuficiencia hepética cronica en este modelo experimental.

2. Obtener células madre mesenquimales de origen adipocitico, tanto del ser
humano como de rata, con capacidad para diferenciarse en hepatocitos para ser

utilizadas en el tratamiento de la patologia hepéatica colestasica.

3. Demostrar que mediante el tratamiento con células madre mesenquimales
adipociticas prediferenciadas a hepatocitos, tanto humanas como de rata, se
reduce la gravedad evolutiva a largo plazo de la patologia hepética secundaria a

colestasis extrahepética microquirtrgica en la rata.

4. Investigar si es diferente la efectividad del Xenotrasplante respecto del
Isotrasplante hepdético de células madre mesenquimales adipociticas en la
disminucion de la patologia hepatica producida por la colestasis extrahepatica

microquirdrgica en la rata.
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. MATERIAL Y METODOS

1. MATERIAL
1. A. ANIMALES

Se han utilizado 155 ratas macho de la cepa Wistar, cuyo peso corporal
oscilé entre 200 y 400 gramos, procedentes de las instalaciones homologadas
para la cria de animales de experimentacion de la Unidad de Cirugia
Experimental del Hospital Universitario de La Paz, en Madrid. Todos los
ejemplares cumplian los requisitos de salud para animales de experimentacion
recomendados por la Federation of European Laboratory Animal Science
Associations (FELASA).

1. B. INSTALACIONES
1. B.1. Animalario

El transporte desde el proveedor se realiz6 en las condiciones
establecidas en la normativa vigente sobre comercio, sanidad y bienestar animal,
es decir en un medio adecuado y en contenedores homologados.

La estabulacidon se efectué en una sala acreditada para tal fin en el
Animalario de la Unidad de Cirugia Experimental del Hospital Universitario de La
Paz. Dicho Animalario es un Centro de Asistencia a la Investigacién con registro
n°® 28079-15 ABC-M en la Direccién General de Agricultura y Alimentacion de la
Comunidad Autonoma de Madrid que cumple con los requerimientos legislativos
relativos a la experimentacion animal (R.D. 1201/2005). El Animalario cuenta con
instalaciones 6ptimas homologadas para la cria, mantenimiento y cuarentena de
animales de experimentacion, asi como también con instalaciones propias para
la investigacioén, quir6fanos y laboratorios anejos para la manipulacion y toma de
muestras alojamiento de roedores durante el postoperatorio.

Los animales se mantuvieron en grupos de cuatro dentro de cajas de
Plexiglas de 42x65x15 cm (Letica, Espafia) méviles con lecho de viruta (Panlab

S.L. Barcelona).

1.B.2 Sala de operaciones
La técnica quirargica en la que se fundamenta el modelo experimental
utilizado se realiz6 en la Unidad de Microcirugia de la Unidad de Cirugia

Experimental del Hospital Universitario de La Paz, en una sala que dispone de:
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= Refrigerador para conservacion de los farmacos anestésicos.

= Mesa de trabajo de 80 x 100 cm.

= Sillas ergonémicas ajustables en altura.

= Microscopio operatorio Carl Zeiss OPMI 1-DFC n° serie 211069.

= Centrifuga refrigerada superspeed Du Pont Instrument (GIRALT Sorval®
RC-5B).

= Balanza de precision para pesado de los animales Jadever LPW- 1260 n°
certificado PM-245/04 (Jadever Scale Co.LTD, Taiwan).

= Contenedor desechable de residuos bioldgicos cortantes y punzantes.

= Vaporizador de flujo continuo para la anestesia inhalatoria, tipo TEC 4
(Ohemeda)

= Fuente de O2 (suministro centralizado). También disponible en bombona:
10.6 m3 de O2 a 200 Kg/cm2

= Arcon congelador Koxka a -80 °C.

Figura 15. Fotografias del Laboratorio de Cirugia Experimental donde se llevd a cabo la
técnica de colestasis microquirdrgica.

1. B.3 Sala de evolucion postoperatoria
La Unidad de Cirugia Experimental del Hospital Universitario de la Paz
posee instalaciones propias acondicionadas para el mantenimiento y el control

de la evolucion postoperatoria de las ratas.
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1. B.4 Sala de sacrificio y procesado de muestras
Esta sala dispone de los siguientes elementos:
= Mesa de trabajo.
» Sillas ergonémicas ajustables en altura.
» Lampara haldgena de brazo con bombilla de 60 W.
= Contenedor hermético con bolsa para residuos biologicos.
» Contenedores desechables de residuos bioldgicos punzantes.
» Centrifuga.
* Formaldehido al 2%
» Maquina de perfusion de formaldehido Dynamax — Rainin Model RP-1.

» Elementos de proteccion individual: guantes y gafas.

1. B.5 Area de conservacion de muestras

Se realiz6 en un espacio habilitado para ese fin en la Unidad de Cirugia
Experimental del Hospital Universitario de la Paz. La misma dispone de un
congelador SANYO MDF-U5186S n° de serie 50709226 (SANYO Electric

Biomedical Co., Ltd Japan) que conserva las muestras a —80°C.
1. B.6 Eliminacién de residuos biolégicos

Los residuos bioldgicos se almacenaron en espera de su eliminacion en
un area especial que dispone de un congelador tipo arcén modelo ZCF320L/2

Zanussi (Electrolux Home Products Espafia, S.A. Madrid).

1. C. FARMACOS
1. C.1 Anestésicos

Isofluorano: concentracion de induccién al 3-5%, y de mantenimiento al 1.5-2%.
1. C.2 Otros fa&rmacos

= Ceftriaxona sddica (D.C.I), 500 mg. (Ceftriaxona Normon 500 mg FG Lab.
Normon S.A. Madrid).

» Fitomenadiona, vit. K1 ampollas 1ml con 10 mg. (Konakion® Roche Farma

S.A. Madrid).
= Prograf (Tacrolimus) concentrado de solucién para perfusion 5mg/ml: 0.10
mg/Kg/dia

= Buprenorfina (Buprex®).
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Fibrinbgeno humano + Trombina humana (Tachosil®), esponja 5,5 mg/2 Ul
(Lab. NYCOMED PHARMA)

1. D. MATERIAL

1. D.1 Instrumental quirdrgico

Caja con instrumental de microcirugia, que incluye:
1. D.1.A Pinzas:

Clamp de pafios Backhaus de 13.3cm (2)
Diseccion con dientes de 13cm (1)

Diseccion de Adson con dientes de 12cm (1)
Halsted Mosquito curva sin dientes de 12.7 cm (2)
Halsted Mosquito recta sin dientes de 12.7 cm (2)
Pinza de Heiss recta (1)

Pinza de Heiss curva (1)

Pinza de microcirugia recta de 10.5 cm. (1)

Pinza de microcirugia curva de 10,5 cm.(1)

1. D.1.B Porta-agujas Mayo-Hegar de 12,7 cm. (1)
1. D.1.C Tijeras:

De Metzenbaum curva de 14 cm (1)
De Mayo recta de 14cm (1)
Tijera de microcirugia recta de 15 cm. (1)

1. D.2. Material de suturay ligadura

Seda trenzada ligadura 3/0 Silkam®. (B. Braun Espaiia).
Seda negra trenzada ligadura 6/0 Silkkam®.(B. Braun Espafia).
Sutura de Vicryl ® (poliglactina 910) aguja curva 3/0. (Ethicon Inc.)

Sutura de seda negra trenzada aguja curva de 3 /0 Silkkam®. (B.Braun
Espafia).

1. D.3 Material quirdrgico complementario

Pafios quirdrgicos.
Guantes de exploracion de latex natural sin polvo. Talla 7 (King ™ Amebil

S.A. Vizcaya. Espafia)
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Guantes quirtrgicos de latex natural con polvo (estériles). Talla 7 (Medi-
Grip® Plus. Ansell Ltd. UK)

Gasas de 10 x 10cm. (Envase de 10 unidades Texpol® .Manresa. Espafia)
Torundas de algodon pequefias montadas (Algodones del Bages, S.A.

Barcelona. Espafia)

1. D.4. Otros materiales para el procedimiento operatorio y la extraccién de

muestras

Guantes de proteccién frente a mordedura de animales

Blogue de plastilina de 10 x 2 x 3 cm

Jeringas de 10, 5y 2 ml BD Discardit™ Il (Becton Dickinson S.A. Fraga.
Huesca. Espafia )

Agujas de tipo Luer 20G 0,91x25,4 mm (monoject magellan Safety Needle
Tyco Healthcare Group LP.USA)

Agujas de tipo Luer 21G 0,82x38,1 mm (monoject magellan Safety Needle
Tyco Healthcare Group LP.USA)

Agujas de tipo Luer 25G 0,51x15,8 mm (monoject magellan Safety Needle
Tyco Healthcare Group LP.USA)

Hoja de bisturi de acero estériles del n°® 11 (Albion Surgical Limited .
Sheffield. England)

Solucion Salina isoténica: CINa, 0.99/100ml. Envase 10 ml B.Braun
Contenedor cilindrico de polietileno para residuos biolégicos marca
Consenur de 30 litros fabricado segin norma DIN-30739.

Contenedor de polipropileno para residuos bioldégicos punzantes y
cortantes marca Biocompact 1,8 litros ( Sanipick Plastic SA. Madrid)

Bolsas de plastico de 15 litros para residuos bioldgicos

Recipiente de acero inoxidable para transporte de nitrégeno liquido
Airliquide GT 2 (Airliquide Espafa)

Guantes de proteccién frente frio Midera 10

1. D.5. Material de laboratorio

Pipetas Pasteur no estériles de 1 ml.

Micropipetas Jencons automaticas variables de 0.5-10 ul, 5-50 ul, 200-
1000 ul (Labsystem) y puntas de pipetas desechables (Labcenter)

Tubos de centrifuga 10ml (BD Vacutainer’™. BD Vacutainer Systems.
Plymouth. UK).
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= Microtubos para muestras de suero (Eppendorf Ibérica, S.L. Madrid).
= Tubos de polipropileno de 50 ml para muestras de tejido (BD Falcon™ NY
USA).

1. E. EQUIPOS DE LABORATORIO

1. E.1 Procesado de muestras
» Centrifuga angular Nahita modelos 2610 ref. 2610000 OF.
» Balanza analitica de precision AB 204 Mettler Toledo n° serie:1113043273
(Mettler-Toledo S.A.E. L'Hospitalet de Llobregat Barcelona).

1. E.2 Estudio bioquimico en suero
Autoanalizador Olympus AU400 n° serie 311267. Olympus Optical
Espafna S.A.

1. E.3 Laboratorio de Anatomia Patolégica

El procesado de las muestras histolégicas y su posterior estudio
microscopico se efectudé en el laboratorio del Departamento de Anatomia

Patolégica del Hospital Universitario de la Paz. Este centro cuenta con:

1. E.3.a. Laboratorio general:
» Procesador automéatico de tejidos con vacio.
= Estacion de trabajo para inclusion.
= Microtomos motorizados.
» Bafos de flotacion.
» Microscopios Opticos convencionales.
= Microscopio de fluorescencia.

» Cabina de extraccion de gases.

1. E.3.b Laboratorio de andlisis de imagen:
= Microscopio motorizado Leica CTR-5000 con epifluorescencia.
- Camara digital Leica DC-300.
- Camara digital Leica DC-350F.
- Software Leica Qwin V3.
- Impresora HP Photosmart 7960.

= Microscopio Nikon Labophot 2 con epifluorescencia
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- Céamara de video b/n Hitachi KP-140.
- Cémara de video color Hitachi KP-C50
- Software MIP4 de C.1.D.
- Impresora laser Epson EPL-6100.
= Equipamiento comun:
- Céamara fotografica digital Nikon Coolpix 950.
- Videoimpresora Mitsubishi.
- Videocopiadora Polaroid.

- Sistema macro para fotografia.

1. F. REACTIVOS DE LABORATORIO
1. F.1 Estudios bioquimicos en suero

= Bilirrubinatotal y directa:
e Total Bilirrubin Olympus System Reagent y Direct Bilirrubin Olympus

System Reagent (Olympus Irlanda ref. OSR 6111 y OSR 6112).
e Olympus System Calibrator (Olympus Irlanda ref. 66300).

= Aspartato aminotransferasa (AST)
e AST Olympus System Reagent (Olympus Irlanda ref. OSR6109).

e Pyridoxal phosphate liquid (P5P) (Olympus Irlanda ref. (60106).
e Olympus System Calibrator (Olympus Irlanda ref. 66300).

= Alanina aminotransferasa (ALT)
e ALT Olympus System Reagent (Olympus Irlanda ref. SR6107).

o Pyridoxal phosphate liquid (P5P) (Olympus Irlanda ref. 60106).
e Olympus System Calibrator (Olympus Irlanda ref. 66300).

» vy -glutamiltransferasa (GGT)
e GGT Olympus System Reagent (Olympus Irlanda ref. OSR6120).

e Olympus System Calibrator (Olympus Irlanda ref. 66300)

» Fosfatasa alcalina (FA)
e ALP Olympus System Reagent (Olympus Irlanda ref. OSR6104).

e Olympus System Calibrator (Olympus Irlanda ref. 66300).

» Lactato deshidrogenasa (LDH)
¢ LDH Olympus System Reagent (Olympus Irlanda ref. OSR6126).

e Olympus System Calibrator (Olympus Irlanda ref. 66300).
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Proteinas totales
e Total proteins Olympus System Reagent (Olympus Irlanda ref.

OSR6103).
e Olympus System Calibrator (Olympus Irlanda ref. 66300).

Albumina
¢ Albumin Olympus System Reagent (Olympus Irlanda ref. OSR6102).

¢ Olympus System Calibrator (Olympus Irlanda ref. 66300).

Creatinina
¢ Creatinin Olympus System Reagent (Olympus Irlanda ref. OSR6178).

e Olympus System Calibrator (Olympus Irlanda ref. 66300).

Urea
e Urea Olympus System Reagent (Olympus Irlanda ref. OSR6178).

e Olympus System Calibrator (Olympus Irlanda ref. 66300).

1. F.2. Laboratorio de Ingenieria Celular:

Medio de expansion DMEM high glucose+ 10% FBS, mas 1% P/S, Na-
piruvato, glutamina

Medio de expansion: 60% DMEM-LowGlucose (Gibco); 40%MCDB-201
(Sigma); 1% ITS (Gibco); 10° M dexametasona (Sigma); 10“ M Acido
ascorbico 2 fosfato (Fluka); 10 ng/ml rhEGF (R&D); 5% FBS (Gibco);
1% Pen/Strep (Gibco); 0.6% Glutamina (Gibco)

Medio de diferenciacion celular: Igual que el de expansion pero sin FBS
y con 10ng/ml de rhHGF (Gibco) + 10 ng/ml de rhOSM (Sigma)

Suero bovino fetal (FBS)

Solucién salina Hanks balanced SALT solution, HBSS, (Invitrogen)

1. F.3. Estudio histopatologico

Fijacion

e Formol tamponado al 10%
Inclusién

e Agua destilada

¢ Alcohol etilico (70°,96°,100°)
e Xilol

e Parafina
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= Tincién de Hematoxilina-Eosina:

e Hematoxilina de Harris.........ccoceveveveennennn, 0,5g.
o EOSINA ....coooiiiii 1g.
e Aguadestilada ..............ccooeviiiii 100ml

* Tincion con Rojo Picrosirio: Solucion rojo sirio-acido picrico:
e Rojo sirio F3BA al 1%.........cccceevnvnniiiniiininnnns 10 ml

e Solucion acuosa saturada de acido picrico...90 ml

»= Tincion con Tricromico de Masson: Reactivos

e Solucion de hematoxilina férrica de Weigert.

e Solucion de escarlata de Biebrich — fucsina &cida:
- 90 cc de escarlata de Biebrich al 1% en agua destilada.
- 9 cc de fucsina &cida al 1% en solucion acuosa.
- 1 cc de acido acético glacial.

e Solucion acuosa de acido fosfomolibdico (se utiliza &cido
fosfotlingstico en la misma proporcion, si se va a tefiir con verde luz):
- 5 g de acido fosfomolibdico.
- 200 cc de agua destilada.

e Solucién de azul de anilina:
- 2,5 g de azul de anilina.
- 2cc de 4cido acético glacial.
- 98 cc de agua destilada.

e Solucidn de verde luz al 2% (alternativa al azul):
- 2 gde verde luz SF amarillento.
- 99 cc de agua destilada.

- 1 cc de &cido acético glacial.

e Solucién diferenciadora: solucién acuosa de acido acético glacial al
1%.

2. METODOS

2.A. CONDICIONES DE UTILIZACION Y ESTABULACION DE LOS ANIMALES

La estabulaciéon de las ratas durante el tiempo en el que se ha realizado
la parte experimental del presente trabajo se realiz6 de acuerdo con la

69


http://es.wikipedia.org/wiki/Hematoxilina
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Escarlata_de_Biebrich&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Fucsina
http://es.wikipedia.org/wiki/Cent%C3%ADmetro_c%C3%BAbico
http://es.wikipedia.org/wiki/Agua_destilada
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_ac%C3%A9tico
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=%C3%81cido_fosfomol%C3%ADbdico&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_fosfot%C3%BAngstico
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_fosfot%C3%BAngstico
http://es.wikipedia.org/wiki/Gramo
http://es.wikipedia.org/wiki/Azul
http://es.wikipedia.org/wiki/Anilina
http://es.wikipedia.org/wiki/Verde
http://es.wikipedia.org/wiki/Luz
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_ac%C3%A9tico_glacial

MATERIAL Y METODOS

legislacion vigente en nuestro pais sobre el cuidado y la utilizacién de animales
de laboratorio, por la cual Espafia adopta la normativa de la Union Europea de
1996 sobre el uso de animales con fines cientificos. Se incorporé a nuestro
ordenamiento legal con fecha de 4 de Agosto de 1986 en el Real Decreto
1201/2005, de 10 de octubre, sobre proteccion de los animales utilizados para
experimentacion y otros fines cientificos. (BOE 252; 21-10-2005). (Aller y cols.,
2009a).

Los animales se mantuvieron a una temperatura de 20 £ 2 °C, y con una
humedad relativa del 65 £+ 10 %. Las condiciones de luz/oscuridad fueron
ciclicas, estableciéndose periodos alternos de 12 horas (8:00-20:00h/20:00-
8:00h). Los animales se mantuvieron en grupos de 2, en cajas homologadas
(Plexiglas de 42x65x15 cm; Letica, Espafia) méviles con lecho de viruta (Panlab
S.L. Barcelona). Dichas cajas fueron etiquetadas, consignandose en éstas
ultimas los datos de identificacion de cada animal, y se colocaron en estanterias.
Todos los animales fueron alimentados con una dieta estandar para roedores de
laboratorio (rata /ratén dieta de mantenimiento AO4. Panlab: Espafia) y agua ad
libitum. (Aller y cols., 2009a).

2. B. DISENO EXPERIMENTAL

El modelo de colestasis extrahepéatica microquirdrgica en la rata se ha
estudiado en 4 grupos: un primer grupo estaba constituido por animales con
colestasis, pero sin tratamiento, y otros 3 grupos integrados por ratas que se
diferenciaban entre si en funcion del tipo de células madre que se les
administraron para el tratamiento de la fibrosis biliar y de la insuficiencia
hepética secundarias a la colestasis:

1. Células madre mesenquimales de origen adipocitico de rata
indiferenciadas

2. Células madre mesenquimales de origen adipocitico humana
prediferenciadas en células progenitoras hepatocitarias;

3. Células madre mesenquimales de origen adipocitico de rata

prediferenciadas en células progenitoras hepatocitarias.

Las células madre del segundo grupo fueron obtenidas de tejido adiposo
procedente de lipoaspirado de pacientes intervenidos en el Hospital de La Paz.

En estas, la inyeccion se realizé en los I6bulos hepaticos medio, lateral derecho

70



MATERIAL Y METODOS

y lateral izquierdo (LM, LD y LI). Por el contrario, en el tltimo grupo, las células
madre mesénquimales fueron obtenidas del tejido adiposo de ratas singénicas,
es decir, de la misma cepa que las utilizadas para este estudio (Wistar),
procedentes del animalario de la Unidad de Investigacién del Hospital de La Paz.
En estos animales colestasicos, la inyeccion de las células madre se realizd en

el I6bulo medio hepético (LM).

De esta forma, las ratas fueron agrupadas aleatoriamente para su

estudio en los siguientes grupos:

= Serie | (n=40): ratas control:

e Grupo 1 (n=20): ratas seudo-operadas (SO). Grupo 2 (n=20):
ratas con colestasis extrahepéatica microquirdrgica e inyeccion
intrahepatica de solucion salina isotonica (0.9%) (CM-S)

e Grupo 2 (n=20): ratas con colestasis extrahepdatica
microquirdrgica e inyeccién intrahepética de solucién salina
isotdnica (0.9%) (CM-S)

= Serie Il (n=47): Colestasis microquirirgica e inyeccién de células
mesenguimales de origen adipocitico, obtenidas de ratas singénicas
y no diferenciadas .(CCRND)-Colestasis Células Rata No

Diferenciadas

= Serie Il (n=38): Colestasis microquirargica e inyeccion de células
mesenquimales de origen adipocitico humanas que fueron
prediferenciadas a hepatocitos en el Laboratorio de Ingenieria
Celular previa a su administraciéon intrahepatica. (CCHP)-Colestasis
Células Humanas Prediferenciadas

= Serie IV (n=30): Colestasis microquirdrgica e inyeccibn de células
mesenquimales de origen adipocitico, obtenidas de ratas singénicas
que fueron prediferenciadas a hepatocitos previa a su administracion
intrahepatica (CCRP)-Colestasis Células Rata Prediferenciadas

Tabla 2: Disefio experimental de los Grupos de ratas utilizadas en éste trabajo

71



MATERIAL Y METODOS

GRUPO 1 n=20 | Seudo-operadas
SO
SERIE |
GRUPO 2 n=20 Colestasis microquirdrgica e inyeccion
CM-S a intrahepética de solucion salina isotonica

Colestasis microquirdrgica e inyeccion
SERIE Il CCRND n=47 | intrahepatica de células adipociticas de
rata no diferenciadas

Colestasis microquirdrgica e inyeccion
SERIE Il CCHP n=38 | intrahepatica  de células adipociticas
humanas prediferenciadas a hepatocitos

Colestasis microquirdrgica e inyeccion
SERIE IV CCRP n=30 | intrahepatica de células adipociticas de
rata prediferenciadas a hepatocitos

2. C. TECNICA ANESTESICA

El principal objetivo de la anestesia cuando se utilizan animales de
laboratorio es de caracter ético y consiste en evitarles el dolor y el sufrimiento
innecesarios. Independientemente del método anestésico elegido por cada
grupo de Investigacion, éste debe conseguir suficiente relajacion muscular para
gue la cirugia pueda ser realizada facilmente, debe bloquear la actividad refleja
para impedir la activacion del Sistema Nervioso Auténomo vy, por lo tanto
alteraciones de la frecuencia y del ritmo cardiaco y, lo mas importante, la técnica
anestésica debe procurar un grado suficiente de pérdida de conciencia por
hipnosis que, unido a la analgesia, impida que el animal sufra dolor. En
definitiva, el objetivo fundamental de la anestesia es causar a los animales de
experimentacion el minimo distrés fisico y psicolégico asociado a la cirugia

experimental (Aller y cols., 2009a).

Entre los mdultiples métodos de anestesia descritos en la rata los
fundamentales son los que utilizan la via inhalatoria o la parenteral. En este
estudio, la anestesia se administrd por via inhalatoria utilizando Isofluorano, con
una concentracion de induccién al 3-5%, y de mantenimiento al 1.5-2%,
administrada a través de un vaporizador de flujo continuo para la anestesia

inhalatoria, tipo TEC 4 (Ohemeda), conectada a una fuente de O,. Esta pauta
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proporciona un plano anestésico quirtrgico y adecuada relajacion muscular
durante el tiempo que dura la intervencion. Una vez finalizado el tiempo
quirargico la recuperacion espontdnea de la conciencia se produce
habitualmente entre los 5 y 10 minutos. Por la sensibilidad de los pequefios
roedores a la hipotermia (Rodriguez, 1999), durante el postoperatorio inmediato
se coloco a las ratas en un ambiente calido suministrado por una manta eléctrica
(Aller y cols., 2009a).

2. D. TECNICA QUIRURGICA
2. D.1. SEUDO-OPERACION

Con la rata en decubito supino se realiza una laparotomia media
xifopubiana, las asas intestinales se cubren con una gasa humedecida en
solucion salina isoténica (0.9%) a temperatura corporal, y son desplazadas hacia
el lado izquierdo del animal. A continuacion y, tras colocar un bloque de plastilina
en la zona dorso lumbar, se secciona el ligamento falciforme, situado entre los
I6bulos hepéticos lateral izquierdo y caudado, y posteriormente los ligamentos

triangulares izquierdo y derecho (Figura 16).

Figura 16. Laparotomia media y seccion del ligamento falciforme

Las maniobras anteriores permiten una exposiciéon adecuada del hilio
hepético y la traccion ligera del duodeno hacia el lado izquierdo permite
visualizar la via biliar, que es la estructura hiliar mas superficial en la rata
(Lorente y cols., 2000). Tras disecar el colédoco, se introduce el intestino en la
cavidad peritoneal, y la pared abdominal se cierra en dos planos: peritoneo,

misculo y aponeurosis mediante sutura continua reabsorbible Vycril ©

73



MATERIAL Y METODOS

(polyglactin 910) de 3/0, y piel con sutura continua de seda de 3/0. (Lorente y
cols. 2000).

2. D.2. COLESTASIS EXTRAHEPATICA MICROQUIRURGICA

El parénquima hepatico en la rata esta constituido por cuatro l6bulos:
lateral derecho (LLD), medio (LM), lateral izquierdo (LLI) y caudado (LC) y cada
uno de ellos posee una vascularizacion portal y arterial y un drenaje venoso y
biliar independientes (Figura 17) (Aller y cols., 2008; Lorente y cols., 2009). Esta
caracteristica anatdmica permite resecar los conductos biliares que drenan cada
I6bulo hepatico en continuidad con el colédoco mediante la utilizacion de una

técnica microquirurgica (Aller y cols., 1993a; Aller y cols., 2009b).

Figura 17. Representacion del higado de la rata dividido en cuatro lI6bulos: medio
(LM), lateral izquierdo (LLI), lateral derecho (LLD) y caudado (LC). En el hilio se puede
apreciar la relacién entre las ramas portales, arteriales y biliares, asi como la ausencia
de vesicula biliar. VBP, via biliar principal, AH, arteria hepatica, VP, vena porta

Tras administrar anestesia inhalatoria con Isofluorano, y con el animal en
decubito supino, se realizé una laparotomia media xifopubiana y se secciono el
ligamento falciforme. A continuacion se extrajeron las asas intestinales,
desplazandolas hacia el lado izquierdo del animal y se protegieron con una gasa
humedecida en solucion salina isotonica (0.9%) a temperatura corporal. Después
de colocar un bloque de plastilina en la zona dorso-lumbar los |6bulos hepaticos

superiores se evirtieron sobre el térax y también se cubrieron con una gasa
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empapada en suero salino. Estas maniobras permitieron una correcta exposicion
de la totalidad de la via biliar extrahepética. A continuacién se seccionan el
ligamento falciforme (situado entre el LLI y el LC), y posteriormente los

ligamentos triangulares izquierdo y derecho (Figura 18).

LM

™ ' LLI

Tl T

/ LC L

Figura 18. Ligamentos principales del higado de la rata. F: Ligamento falciforme; TD:
Ligamento triangular derecho; TI: Ligamento triangular izquierdo; LM: Lébulo medio; LLI:
Lébulo lateral izquierdo; LMD: Lébulo medio derecho; LMI: Lobulo medio izquierdo; LLD:
Lébulo lateral derecho; LC: Lébulo caudado

Para las siguientes fases de la intervencién es necesario utilizar un
microscopio operatorio binocular como medio de magnificacion (Aller y Arias,
2009), ya que la diseccién y seccion de los conductos biliares de los cuatro
I6bulos hepéticos debe ser realizada sin lesionar la vascularizacion portal o

arterial de estos l6bulos (Figura 19).
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Figura 19. A la izquierda: fotografia en la que se observa al cirujano realizando la
técnica microquirargica utilizando como medio e magnificacion un microscopio
operatorio. A la derecha: imagen percibida con el microscopio de la via biliar
extrahepatica, que es anterior respecto de la arteria hepética y sus ramas lobulares,
siendo a su vez la vena portay sus ramas subyacentes a la arteria hepatica

La traccion del duodeno hacia la izquierda del animal permite visualizar el
colédoco, que se liga con Seda negra trenzada 6/0 Silkam®.(B. Braun Espafia) y
se secciona proximalmente al inicio de su porcion intrapancreatica (Figura 20).
Esta maniobra, al producir dilatacion de la via biliar extrahepética, facilita la
identificacion y posterior diseccion del colédoco y de los conductos biliares
procedentes de los cuatro l6bulos hepéticos que constituyen el higado de la rata.

El colédoco, una vez seccionado, se desplaza proximalmente y se diseca
hasta el origen de los conductos biliares propios del LLD y del LC. Después de
disecar el conducto biliar del LC y de identificar la rama de la arteria hepatica de
este I6bulo, se liga el conducto biliar lo mas préoximo posible de su salida del
parénquima hepatico. La diseccion, ligadura del conducto biliar del LLD se

realiza de igual forma (Figura 21).
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Figura 20. A la izquierda: Ligadura del colédoco previa al inicio de su porcion
intrapancreatica, lo cual produce dilatacion de la via biliar extrahepatica. A la derecha:
Ligadura y seccién del colédoco proximal al inicio de su porcién intrapancreatica..

Figura 21. Ligadura del conducto biliar procedente del I6bulo caudado (derecha) e inicio

de la ligadura del conducto biliar del I6bulo lateral derecho (izquierda).

Se continda la diseccion del colédoco en sentido craneal, liberandolo del
tejido graso y de las adherencias peritoneales, e individualizandolo de la arteria
hepética, y de la vena porta hasta los conductos biliares procedentes del l6bulo
medio (LM) (Figura 22) Estos ultimos se disecan independientemente. Por
ultimo, se diseca, se secciona el conducto biliar del LLI y se secciona la via biliar
(Aller y cols., 1993a; Aller y cols.,2009b) (Figura 23).
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Figura 22. A la izquierda: Diseccion del conducto biliar procedente del I6bulo hepéatico medio
(LM) previa a su ligadura. Los conductos biliares de los I6bulos derecho, caudado y lateral
izquierdo ya ligados. A la derecha: ligadura de los conductos biliares que drenan los cuatro
I6bulos hepaticos de la rata.

Figura 23. Imagen de la via biliar extrahepéatica y de sus ramas lobulares una vez
resecada con una técnica microquirdrgica

Previa comprobacion de la integridad de la vascularizacion portal y
arterial de los lobulos hepaticos, asi como de la inexistencia de hemorragia
procedente de alguna lesion inadvertida del parénquima hepatico (Figura 24), se
reintegran las asas intestinales al interior de la cavidad abdominal y_se
administran por via intraperitoneal 1,5 ml de solucién salina isotonica (0.9%)o
fisioldégico para compensar las pérdidas hidricas producidas por la apertura de la
cavidad abdominal durante la intervencién quirdrgica. Por ultimo, se procede al
cierre del plano peritoneo-musculo-aponeurético con sutura continua
reabsorbible Vycril ® (polyglactin 910) de 3/0, y de la piel con sutura continua de
seda de 3/0.
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Figura 24. A la izquierda: Aspecto del hilio hepético una vez finalizada la exéresis de la
via biliar principal, con las ligaduras correspondientes de los conductos biliares que
drenan los cuatro lébulos que constituyen el higado de la rata. A la derecha: Seccién de
las ligaduras a ras del parénquima hepatico con el objeto de dejar la menor cantidad
posible de via biliar extrahepatica. Se comprueba la indemnidad de la arteria hepéatica y
de la vena porta, asi como de sus ramas lobulares

2. E. MANTENIMIENTO Y TRATAMIENTO POSTOPERATORIO

Una vez finalizada la intervencién las ratas se colocaron en su caja de
policarbonato (42 x 65 x 15 cm, Letica. Espafia) sobre un lecho de viruta
especial para roedores de laboratorio (Panlab) que permite su estabulacién en
un medio limpio y seco, con luz poco intensa y en un ambiente tranquilo hasta
que se recuperan de la anestesia. Debido a la especial sensibilidad de los
pequefios roedores a la hipotermia (Rodriguez, 1999; Aller y cols., 2009a), la
prevencion de la hipotermia postoperatoria es de fundamental importancia. Por
ello, inmediatamente después de la intervencién el animal se colocé cerca de
una fuente de calor (una lampara) sobre una manta eléctrica para mantener la
temperatura corporal en el rango aconsejado para las ratas adultas (25-30°C)
(Waynforth y Flecknell, 2004).

Ademas en los roedores, es importante controlar la respiracion durante el
postoperatorio inmediato ya que es comun la depresion respiratoria durante
este periodo. Esta complicacion es especialmente peligrosa ya que suele pasar

inadvertida hasta que los animales sufren hipoxia e hipercapnia.

Durante una intervencion quirdrgica, en particular si como en éste modelo
experimental se realiza una laparotomia, se pierden abundantes fluidos por

evaporacion, lo cual se agrava ya que las ratas generalmente son incapaces de
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ingerir liquidos durante las primeras 12-24 horas del p.o. Por tanto, se deben
aportar aproximadamente 40-80ml/kg/24h preferiblemente por via oral si el
animal ha recuperado la conciencia. En caso de que no se hayan recuperado del
ileo paralitico se administra una solucion salina-dextrosa (4% dextrosa, 0.18%

salino) o salina (0.9%) por via intraperitoneal o subcutanea (Aller y cols., 2009a).

La realizacion de una laparotomia con manipulacion de las asas
intestinales y reseccion de la via biliar en la rata cursa con un importante dolor
p.o. En particular, las ratas Wistar tras sufrir una laparotomia adoptan posturas
sugerentes de dolor abdominal arqueando la espalda, aumentan su frecuencia
respiratoria y reducen la ingesta de liquidos y sélidos. Por éste motivo, como
terapia analgésica se administré el opioide Buprenorfina (0.05mg/kg/12h) por via
subcutdnea durante las primeras 24 horas de p.o. (Aller y Nava, 2009).
Buprenorfina ha sido muy utilizado en medicina veterinaria durante las Ultimas
tres décadas porque proporciona un nivel de analgesia excelente y produce una

minima depresion cardiaca y/o respiratoria.

Los animales fueron sacrificados a las 8 semanas del post-operatorio.
Durante este periodo p.o. se les administré por via i.m. profunda un antibiético de
amplio espectro (Ceftazidima; 50 mg/kg; dos veces a la semana) y Vitamina K1
(Fitomenadiona; 8mg/kg; una vez a la semana) como profilaxis anti-infecciosa y
anti-hemorréagica, respectivamente (Aller y cols., 2009b). Ademas, en el grupo de
ratas a las cuales se les inyectaron células madre de origen adipocitico
humanas, con el objetivo de evitar el rechazo del xenotrasplante, se les
administré el inmunosupresor Tacrolimus (0.05 mg/Kg i.m., 3 veces a la semana)
desde las 24 horas previas a la inyeccion de las células madre hasta el momento

del sacrificio.

2. F. OBTENCION DE LAS CELULAS MADRE MESENQUIMALES DE ORIGEN
ADIPOCITICO

En el grupo de ratas de la Serie Il se han utilizado células madre
obtenidas durante la realizacién de un Proyecto anterior financiado por el Fondo
de Investigaciones Sanitarias, que fueron extraidas de tejido adiposo procedente
de liposucciones estéticas electivas realizadas en el ser humano. El tejido
obtenido de las pacientes donantes y, previo consentimiento informado
siguiendo las directivas del BOE 2006/17/CE del 8 de febrero del 2006, fue
procesado como mas adelante se detalla. Por el contrario, en los grupos de las

Series Il y IV se administraron células madre mesenquimales de rata que se
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obtuvieron de lipectomias de la grasa perirrenal y abdominal de ratas de la cepa
Wistar (procedimiento aprobado por el Comité Etico de experimentacion animal
del Hospital Universitario La Paz). La fraccion vasculo estromal (SVF), tanto en
el ser humano como en la rata, fue aislada del tejido adiposo utilizando un
procedimiento basado en el descrito por Zuk y cols en 2001 (Zuk y cols., 2001);

brevemente:

1. La muestra de tejido adiposo se digiere con un volumen de 1:1 de
solucién de colagenasa tipo | en PBS (ambos de Gibco-BRL,Grand Island,
NY, USA) al 0,075% ( si es tejido adiposo humano), 0,1% ( si es tejido
adiposo de rata) a 37°C con agitaciéon suave durante 30 minutos.
Posteriormente, la actividad enzimatica se neutraliza con un volumen 1:1 de
DMEM + 10% suero bovino fetal (FBS) al 10% + 1% de solucién antibiotica
de penicilina y estreptomicina (Medio de cultivo, todos ellos de Gibco-BRL).
Tras la incubacion, el tejido se centrifuga a 300 x g durante 10 minutos, y el
sobrenadante, consistente en gotas lipidicas, adipocitos maduros, y la

solucion de colagenasa y el medio se retira, dejando un pellet con la SVF.

2. Los eritrocitos que contaminan esta fraccion se lisan con un buffer de
NH,CI 160 mM, 10 mM de KHCO3; y 1 mM de EDTA vy, posteriormente la
soluciéon se incuba a temperatura ambiente durante 10 minutos. Dicho
buffer se inhibe con PBS 5:1.

3. El SVF, ya libre de eritrocitos contaminantes, se aisla por centrifugacion
en las mismas condiciones anteriores, se resuspende en medio de cultivo y
se siembra a una densidad aproximada de 30.000 células por cm?. Por
altimo, se cultiva toda la noche a 37° C y 5% de CO, en medio de cultivo
(DMEM con 10% FBS).

4. Posteriormente, la fraccién SVF se lava con PBS con el fin de eliminar
las células no adheridas y la poblacion celular adherida, denominada
lipoaspirado procesado (LPA), se cultiva en las mismas condiciones hasta

su confluencia, cambiando el medio tres veces por semana.

5. Para su almacenamiento hasta su uso, se eliminan del LPA las células
no adheridas mediante lavado con PBS, quedando Unicamente la poblacion
celular adherida, o LPA. Estas células se cultivan y crecen hasta su

confluencia, lo que significa que estan suficientemente maduras para ser
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utilizadas. Para extraerlas de los medios de cultivo se utiliza tripsina-EDTA
al 0,05% en HBSS (Sigma) y se procede a su congelaciobn en rampa
(0,5°C/min) en un medio de criopreservacion (medio de cultivo con 10%
DMSO, Sigma, San Louis, MS, USA) hasta los -80°C, para luego

sumergirlas en N, liquido.

2.G. CARACTERIZACION CELULAR FUNCIONAL MEDIANTE
DIFERENCIACION

La caracterizacion funcional de las células madre mesengquimales se
realiza mediante induccion de su diferenciacion osteogénica, condrogénica y
adipogénica:

* Induccion osteogénica: (Guilak et al., 2006): El medio de induccién
osteogénica contiene DMEM (alta concentracion de glucosa), con 10%
de suero bovino fetal (FBS), 10 mM de glicerofosfato, 0.15 mM de acido
ascorbico -2-fosfato, 10 nM de 1,25- (OH) vitamina D3, y 10 nM de
dexametasona, ademas de solucion antibidtica estandar (P/S). Las
células se mantienen en cultivo 28 dias, refrescando el medio tres veces
por semana, y el ultimo dia se mide la actividad fosfatasa alcalina en
células control y en las células inducidas para comprobar si se ha

producido la diferenciacion dirigida hacia osteocitos in vitro.

* |nduccién condrogénica: (Barry et al., 2001): El medio de induccion
condrogénica contiene DMEM-LG (baja concentracion de glucosa), con
110 mg/L de piruvato sédico, 0.15 mM de acido ascorbico-2-fosfato, 100
nM de dexametasona, 1% ITS y 10 ng/ml de TGF-1 y 1% de solucién
antibidtica. Las células se mantienen en cultivo durante 4 semanas para
después comprobar la presencia de proteoglicanos sulfatados mediante

tincion con azul Alcian.

* Induccion adipogénica (Lin et al, 2006): El medio de diferenciacion
adipogénica esta constituido por: DMEM (Gibco) suplementado con 10%
FBS (Gibco), 500uM IBMX (Sigma), 1uM dexametasona (Sigma), 1uM
Indometacina (Sigma). A las 72 horas se refresca el medio afadiendo
10uM insulina (Actrapid, Novonordisk) y 24 horas después se retira éste
medio y se cambia por un medio de diferenciacion adipogénica sin

insulina. El medio con insulina se afade, de esta manera, cada 72 horas
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lavandolo las 24 horas posteriores con medio sin insulina y se mantiene
este protocolo durante 2 semanas, tras las cuales se revela la presencia
de vacuolas lipidicas intracelulares mediante una tincion liposoluble de
aceite rojo-O (Red Oil-O; ORO)

2.H. DIFERENCIACION IN VITRO DE LAS CELULAS MADRE
MESENQUIMALES DERIVADAS DE ADIPOCITOS EN CELULAS
PROGENITORAS HEPATOCITARIAS

Las células aisladas del tejido adiposo humano se someten a condiciones
de induccion hepatogénica, siguiendo el protocolo ya establecido por Seo y cols.
en 2005, con pequefias modificaciones: Las células se cultivan durante 7 dias
sobre un delgado substrato de colageno (0,1% en PBS; Sigma) en medio de
induccién hepatogénica (60% DMEM-LG; 40% MCDB-201 (Sigma); 1% ITS
(Gibco); 10° M dexametasona (Sigma); 10™* M &cido ascérbico 2 fosfato (Sigma);
10 ng/ml rhEGF ; 10 ng/ml rh OSM, 10ng/ml rhHGF (todos de R&D Systems);
1% P/S (Gibco); 0.6% Glutamax (Gibco), que se referescard cada 2 dias.
Después del tiempo aceptado como necesario (entre 2 y 4 semanas), se
confirma la pre-diferenciacion dirigida hacia hepatocitos, verificandose la
expresion por éstas células madre de albdmina mediante inmunocitoquimica

frente a albumina (anticuerpo de Dako).

Para la induccién hepatogénica de las células mesenquimales estromales
de rata, dichas células se mantuvieron en cultivo de induccién en medio de
diferenciacion durante 10 dias (refrescando cada 2 dias), que consistié en :
DMEM-LG; 1% FBS; 10-9 M Dexametasona; 20 ng/ml HGF; 10ng/ml FGF-4;
1%ITS; 1% Glutamax; 1% P/S.

Previamente a su trasplante, las células mesenquimales prediferenciadas
hacia el linaje hepatocitario, tanto del ser humano como de rata, se marcan con
Bromodeoxi-Uridina (1:1000) y fluorocromo CMDil (Molecular Probes 1: 200)
con el objeto de identificarlas una vez trasplantadas en el parénquima hepatico

de la rata.

|. ADMINISTRACION INTRAHEPATICA DE CELULAS MADRE DE ORIGEN
ADIPOCITICO

Una vez desarrollada la ictericia obstructiva, a las dos semanas de

realizar la reseccion microquirdrgica de la via biliar extrahepatica, la
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administracion de células madre se ha realizado mediante inyeccion directa en el
parénquima hepatico. Para ello se realiza una re-laparotomia media con la rata
en decubito supino, tras colocar un bloque de plastilina en la zona dorso lumbar

lo que permite una exposicion adecuada de la superficie hepatica (Figura 25).

La técnica consiste en la obtencion de una suspension de células madre
(nimero de células madre: 2,5 x 10E6 células/rata en 1 cc de solucion salina,
Hanks balanced SALT solution, HBSS, Invitrogen) que se inyectdé mediante una
aguja de calibre 18G. El método de la inyeccion intrahepatica fue diferente en

funcion del Grupo de animales:

1. En el caso de las células mesenquimales de origen adipocitico
humanas prediferenciadas a hepatocitos, en los I6bulos hepéticos medio, lateral
izquierdo y lateral derecho (0.33 ml/I6bulo).

2. En el caso de las células mesenquimales de origen adipocitico de rata,

tanto las no diferenciadas, como las prediferenciadas a hepatocito, sélo en el

I6bulo hepético medio (1 ml/l6bulo).

IR 1 o
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Figura 25. A la izquierda: Fotografia en la que se observa la rata anestesiada en
decubito supino con una re-laparotomia media y, el material quirdrgico, las jeringuillas
con analgesia, vitamina K y antibiotico (lado derecho del animal) y las jeringuillas con las
células madre y el Tachosyl (lado izquierdo). A la derecha: Imagen ampliada de la re-
laparotomia media.

Una vez inoculadas las células madre de origen adipocitico o bien, la
solucion salina isoténica en los animales con colestasis microquirdrgica que
sirvieron como Grupos Control, se aplica un material hemostético (Tachosyl)
sobre el sitio de puncion hepatica (Figura 26) y se cierra la pared abdominal en 2

planos: peritoneo, musculo y aponeurosis mediante sutura contintda reabsorbible
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Vycril © (polyglactin 910) de 3/0, y piel con sutura continua de seda de 3/0.
(Lorente y cols., 2000).

Figura 26. Inoculaciéon de las células madre de origen adipocitico o de la solucién salina
isoténica en el parénquima hepatico. Inmediatamente después, se aplica un material
hemostatico (Tachosil®) sobre el sitio de puncién hepatica

Los animales que recibieron un xenotrasplante de células madre de
origen adipocitco humano prediferenciadas a hepatocito, fueron
inmunosuprimidos desde las 24 horas previas y tras la infiltracién hepatica con
Tacrolimus (0.05 mg/Kg), como profilaxis de rechazo. En el caso de los animales
a los que se administraron células madre de origen adipocitico de rata, tanto
indiferenciadas, como prediferenciadas a hepatocito, al tratarse de células de
procedencia de ratas genéticamente idénticas, se considera como un

isotrasplante y, por tanto no fue necesaria la inmunosupresion.

2.J. SACRIFICIO DE LOS ANIMALES

Los animales supervivientes en cada serie fueron sacrificados por
exanguinacién a las 8 semanas del post-operatorio. Antes de proceder a la
anestesia y sacrificio de los animales se determiné su peso corporal (PC). La
anestesia de realizé de nuevo por via inhalatoria, a las concentraciones descritas
con anterioridad. Tras colocar a la rata en decubito supino se realiz6 una
laparotomia xifopubiana y se realiz6 un estudio macroscépico de la cavidad
abdominal, en el que se valoraba la presencia de liquido ascitico, el aspecto
macroscépico de higado y bazo, asi como la presencia de circulacion colateral
portosistémica y de vasculopatia venosa mesentérica. De esta manera, durante

el sacrifico, y de forma seriada, se valoraban los siguientes aspectos:
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2. J.1 CUANTIFICACION DEL LIQUIDO ASCITICO
Tras realizar la laparotomia, se valoraba si habia liquido ascitico, y en el
caso en el que éste estuviera presente, se procedia a su cuantificacion mediante

aspiracion con jeringa estéril y graduada en cm.

2. J.2. CIRCULACION COLATERAL PORTOSISTEMICA

A continuacion, se valoro la presencia de venas colaterales en aquellas
areas donde se desarrolla habitualmente circulacion colateral venosa porto-
sistémica en la rata, es decir, en las areas esplenorrenal (ER), gastroesofagica

(colaterales paraesofagicas) (PE), y pararrectal(PR).

2. J.3. VASCULOPATIA VENOSA MESENTERICA
Se denomina vasculopatia venosa mesentérica a la dilatacion y

tortuosidad de las ramas de la vena mesentérica superior. Se consideran tres
grados de vasculopatia venosa mesentérica (Aller y cols., 2001):

e Grado 0: aspecto macroscopico normal de las ramas de la vena

mesentérica superior.

e Grado I: dilatacion y tortuosidad de las ramas mesentéricas,

secundarias al clampaje transitorio (1 minuto) de la vena mesentérica

superior.

e Grado IlI: dilatacion y tortuosidad espontaneas de las ramas de la vena

mesentérica superior.

Para su estudio, se extrajeron parcialmente las asas intestinales, situando
el &rbol mesentérico por su region ileocecal, donde se visualizaron con facilidad
las ramas de la vena mesentérica superior (Figura 27). Esto es, las ramas de
primer y segundo orden o proximales, por su vecindad con la vena mesentérica
superior, y las de tercer y cuarto orden o distales, por su vecindad con el

intestino (ileon y ciego) (Castafieda y cols., 2000).
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Figura 27. Vascularizacion venosa mesentérica en la que se observa la vena
mesentérica superior (flecha) y sus ramas venosas de primer (1), segundo (2), tercer (3)
y cuarto (4) orden.

3. J.4. EXTRACCION SANGUINEA, PERFUSION INTRACARDIACA Y
NECROPSIA

Tras realizar un estudio macroscopico de la cavidad abdominal y valorar
los signos macroscopicos sugerentes de hipertension portal, como son el
desarrollo de vasculopatia venosa mesentérica y de circulacién venosa colateral,
se procedié a la extraccion de sangre de la vena cava inferior infrahepatica,
obteniéndose entre 5 y 8 ml de sangre en cada animal (Figura 28). Esta
maniobra deja al animal exangue, falleciendo por shock hipovolémico. Para la
extraccion de sangre se utilizaron jeringuillas heparinizadas con heparina al 1%
(Rovi®). Posteriormente, la sangre se conservo refrigerada en hielo (4°C), y se
centrifugd a 3500 rpm durante 15 minutos para obtener el plasma sanguineo.
Tras separar el plasma, este se dividié en alicuotas, que se congelaron a -80 °C

hasta su utilizacién para determinar diferentes marcadores bioquimicos.

Figura 28. Extraccion sanguinea de la vena cava inferior infrahepatica

Antes de finalizar la extraccion sanguinea y en tanto se mantiene el latido
cardiaco, se procede a la realizacion de una toracotomia bilateral a nivel de la
linea media clavicular, lo que permite la apertura de la cavidad torécica y el
acceso al mediastino. Posteriormente se inserta un catéter en el ventriculo
izquierdo y se inicia la perfusion con una maquina de perfusion de solucion

salina isotonica (0.9%) a través de este catéter. Inmediatamente después del
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comienzo de la perfusion, se realiza la seccion de la auricula derecha del
corazon de la rata lo cual permite la salida del efluente del animal y evita la
congestion (Figura 29). Este proceso de “perfusion-lavado” de los tejidos con
suero fisiolégico dura unos 15 minutos, tras los cuales se continua la perfusion
con formaldehido al 2%, durante unos 30 minutos aproximadamente.

Figura 29. Se puede apreciar el catéter de perfusion de formaldehido (CPF) insertado en
el ventriculo izquierdo (V1) y con el extremo distal en la luz del cayado aodrtico (CA), fijado
con una pinza de Kocher (PK)

2. J.5. Recogida de muestras histolégicas

Tras la perfusion y una vez fijados los tejidos con formol, se procede a la
extraccion del bazo, del higado (figura 30) y de los testiculos, registrandose su
peso. Los I6bulos hepaticos se pesaron por separado (figura 31), y
posteriormente se transfirieron a un tubo que contenia Formol al 10% para su

posterior estudio histopatologico.

Figura 30. Aspecto del higado colestasico una vez completada la exéresis de los
Organos tras el sacrificio de los animales a las 8 semanas de evolucion
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Figura 31. Fotografia de las piezas quirdrgicas extraidas durante el sacrificio de los
animales, después de ser pesadas. Cada columna corresponde a una rata, en la cual se
puede apreciar desde la parte superior a la inferior, los testiculos, el bazo, y los I6bulos
hepaticos medio, izquierdo, derecho y caudado.

2. J.6. Eliminacion de los restos bioldgicos

Una vez tomadas las muestras los restos de los animales y los tejidos
desechados de las visceras fueron depositados en bolsas plasticas e
introducidas en contenedores especiales. La gestion de los restos biologicos
(recogida, transporte y tratamiento de los mismos) se realizé a través de la
empresa CONSENUR, S. A. C/Rio Ebro, s/n. Poligono Industrial Finanzauto.
Arganda del Rey (Madrid) que cumple con la normativa vigente: Decreto
83/1999, de 3 junio, por el que se regulan las actividades de produccion y

gestion de los residuos biosanitarios y citotéxicos en la Comunidad de Madrid.

2. K. DETERMINACIONES SERICAS DE FUNCION HEPATO-BILIAR

Para la valoracion de la reversibilidad de las alteraciones producidas por
la colestasis con células madre de rata indiferenciadas y de células madre, tanto
de rata como humanas, prediferenciadas a hepatocitos, se han estudiado
pardmetros bioquimicos séricos de insuficiencia hepatica y de colestasis
(Aspartato-aminotransferasa (AST), Alanin-aminotransferasa (ALT), Lactacto-
dehidrogenasa (LDH), Gamma-Glutamiltransferasa (GGT), Bilirrubina total y
directa, Fosfatasa Alcalina (FA), proteinas totales, albumina, creatinina y urea).
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2. K.1 Bilirrubinatotal y directa

La bilirrubina total se determina mediante el uso de un reactivo
compuesto por acido Sulfanilico, acido Clorhidrico y Dimetil sulféxido (DMSO),
que hace que se forme en determinadas condiciones azobilirrubina por una
reaccion de diazotacion, obteniéndose una  coloracidbn rojo cereza. La
absorbancia de la muestra se valora por espectrofotometria a una longitud de
onda de 555 nm (530-580) y a 20-25°C (Martinek, 1966; Royer y cols., 1973).

2. K.2. Alanin-Aminotransferasa (ALT) Y Aspartato- Aminotransferasa
(AST)

La valoracion de AST se fundamenta en que el a-cetoglutarato y el
aspartato sufren una reaccion catalizada por la AST, transformandose en L-
Glutamato y oxalacetato que, a su vez, reaccionan con NADH e Hidrogeniones,
para obtener malato y a NAD", por accion de la enzima Malato-deshidrogenasa.
El método de valoracién se basa en la oxidacion del NADH a NAD", y se mide el
valor medio de los incrementos de extincién por minuto mediante un test U.V.

cinético (normativa IFCC) a una longitud de onda de 334 nm, 340 nm y 365 nm.

La técnica de determinacion de la ALT sigue estos mismos principios, Si
bien en este caso los sustratos de la reaccién catalizada por la ALT son el a-
cetoglutarato y la L-Alanina, que se convierten en L-glutamato y piruvato. Aqui,
es el piruvato el que se combina con NADH e hidrogeniones para dar -por una
reaccion catalizada por la enzima Lactato Deshidrogenasa- Lactato y NAD"

(Bergmeyer y cols., 1976; Bergmeyer y cols., 1978; Bergmeyer y cols., 1980).

2. K.3. Lactato-deshidrogenasa (LDH)

Para la cuantificacion de los niveles séricos de LDH se utiliz6 un método
cinético espectrofotométrico ultravioleta recomendado por el Comité
Escandinavo de Enzimas (SCE). LDH es una enzima que cataliza la reaccién
de reduccion del piruvato a lactato en un medio con pH neutro produciéndose en
la misma una oxidacion de NADH. La concentraciéon de NADH se monitoriza
mediante la absorbancia a una longitud de onda de 340nm. La disminucién en la
absorbancia por minuto (A A /min) es proporcional a los micromoles de substrato
transformado en ese periodo de tiempo y por lo tanto proporcional a la actividad

de la LDH. (Scandinavian Committee on Enzymes, 1974)
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2. K.4. Fosfatasa Alcalina (FA)

La fosfatasa alcalina se determina basdndose en que hidroliza los ésteres
del acido fosférico en medio alcalino, produciendo fosfato inorgénico y el
correspondiente resto organico con el que se habia esterificado. Para su
valoracion, se utiliza un test cinético optimizado con el que se mide el valor
medio de los incrementos de extincién por minuto a una longitud de onda de 405
nmy a 25 °C, 30°C y 37°C, siguiendo la metddica DGKC (lzquierdo y cols., 1982;
Tietz y cols., 1983; Tietz, 1987).

2. L.5. y - glutamiltransferasa (GGT)

Para la valoracion sérica de las concentraciones del enzima GGT se
utilizé un método cuantitativo fotocolorimétrico. GGT cataliza la transferencia de
un grupo y-glutamil de un substracto donante (y-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida)
a un receptor (glicilglicina), dando lugar y-glutamilglicilglicina y 5-amino-2-
nitrobenzoato. El aumento de la concentracién de éste Ultimo produce cambios
en la absorbancia a una longitud de onda de 410 nm., siendo por tanto la misma
directamente proporcional a la actividad enzimatica de GGT. (Schuman y cols.,
2002)

2. K.6. Proteinas Totales

Las proteinas totales se determinaron mediante el test colorimétrico de
“Biuret”, basado en que los grupos -CO-NH- unidos entre si reaccionan con con
las sales cupricas en medio alcalino, adquiriendo la solucion un color violeta,
siendo la mas representativa y simple la que produce con el reactivo de Biuret.
Se valora la absorbancia de la muestra por espectrofotometria a una longitud de
onda de 540 nm. En la actualidad, éste constituye el método mas exacto y
simple para la determinacién de las proteinas totales (Henry y cols.1957; Peters
1968).

2. K.7. Albdmina

La albumina se cuantific6 mediante el test colorimétrico denominado
“verde de bromocresol”, en el que se combina la muestra con esta tincion a
determinado pH, produciéndose un cambio de color del indicador, que pasa de

ser amarillo verdoso a verde azulado. La absorbancia de la muestra se valora
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por espectrofotometria a una longitud de onda de 630 nm y a temperatura

ambiente (Doumas y cols., 1971; Webster y cols., 1974).

2. K.8. Creatinina

Los niveles séricos de Creatinina se cuantificaron utilizando un test
guimico cinético fotocolorimétrico. Por la reaccion de Jaffé, la creatinina en un
medio alcalino reacciona con el 4cido picrico formando un producto de color
amarillo-naranja que es visible en el espectro de longitud de onda de 520/800
nm. La velocidad de cambio en la absorbancia es proporcional a la

concentracion de creatinina en la muestra. (Cook, 1971; Lamb y cols., 2006).

2. K.9. Urea
Los niveles séricos de Urea se cuantificaron utilizando un test enzimatico

por espectrofotometria ultravioleta en suero proporcional a la concentracién de
urea (Sampson y cols 1980; Lamb y cols 2006). El descenso en la concentracién
de NADH produce una disminucioén en la absorbancia por unidad de tiempo en la
longitud de onda de 340 nm, que es proporcional a la concentracion de urea.

(Sampson y cols 1980; Lamb y cols 2006)

2. L. ESTUDIO MICROSCOPICO E HISTOPATOLOGICO
Para su estudio histopatoldgico, se procesaron las muestras mediante

técnicas de rutina para microscopia optica:

2. L.1. Fijacion

La fijacidbn de los tejidos es imprescindible para que las estructuras
tisulares y celulares se preserven intactas, evitando asi que los procesos
autoliticos postmortem las modifiquen. Para ello, ademas de su perfusion i.v.
realizada “in vivo" con formol tamponado, los tejidos se introdujeron
inmediatamente después de su extraccién en formol tamponado al 10%, que
tiene una penetracion relativamente rapida en los mismos. El tiempo de fijacion

para este reactivo es de unas 24 horas.

2. L.2. Inclusién
Tras el tallado macroscépico de los 6rganos, las piezas seleccionadas se
incluyeron en parafina mediante un sistema automatico, con temperatura y vacio

controlado por ordenador (Histomatic 166 MP, Fisher). Para ello, las muestras
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formolizadas se pasan por 3 cubetas que contienen concentraciones crecientes
de alcohol etilico: primero al 70%, después al 96% y por ultimo alcohol absoluto
(100%). A continuacion, se realiza el aclarado, que es un paso necesario para
gque se pueda incluir el tejido en parafina. El agente utilizado fue el Xilol, debido a
su rapida accién. De esta forma, se sustituye el alcohol etilico por Xileno
(sustancia miscible con la parafina), para que la parafina se pueda disolver y
penetrar en el tejido, formandose asi los bloques. Después, se procedié a la
elaboracion de los bloques de parafina sélidos con la pieza de tejido en su
interior. Para ello, se impregna el material en parafina blanda a 46°C durante 1
hora, tiempo tras el cual se realiza un segundo bafio en parafina dura a 58°C
durante 1 hora. Por ultimo, ya en la estacion de inclusion, se coloca la muestra
en un paramol, se vierte la parafina dura fundida en su interior, y se enfria en

hielo.

2. L.3. Procesado de los cortes

Tras la inclusién, se procedié a realizar el corte de las piezas con un
microtomo de parafina tipo Minot (Microm), obteniéndose secciones de 4 ym de
grosor. A continuacién, las secciones colocadas en un portaobjetos e
identificadas se sometieron a un proceso de desparafinado. Para esto, las
preparaciones se dejan a 60°C durante 20 minutos, y después se someten a tres
bafios de 3 a 5 minutos en Xilol. Tras esto, las muestras histol6gicas se han de
hidratar para lo cual se incluyen nuevamente en soluciones decrecientes de
alcohol de 96°, 80° y 70° y por Ultimo en agua como paso previo a realizar las

tinciones.

2. L.4 Estudio con microscopia de fluorescencia

El microscopio de fluorescencia es un microscopio en el que los objetos
son excitados por rayos de una determinada longitud de onda cuyo resultado es
la emisién de rayos de otra longitud de onda. Se observan las preparaciones
hepaticas al microscopio de fluorescencia para comprobar la persistencia de
células fluorescentes (previamente marcadas con CmDil) que identificamos
como células madre de origen adipocitico, Estas células, de procedencia
humana, fueron las Gnicas marcadas con el agente fluorescente antes de su
inoculacion en el higado colestasico de la rata, con lo cual se identifican por

diferenciarse claramente de los hepatocitos de la rata no fluorescentes.
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2. L.5. Tinciones histolégicas

2.L.5. a. Hematoxilina & Eosina:

Las secciones hepéticas realizadas se han de hidratar para que la
hematoxilina-eosina pueda actuar, utilizando alcohol en concentraciones
decrecientes (de la forma expuesta anteriormente) y finalmente, agua destilada.
Las muestras han de estar sumergidas en cada bafo entre 3 y 5 minutos.
Finalmente, se llevé a cabo la tincion con Hematoxilina-Eosina para la posterior
observaciéon al microscopio Optico de las secciones hepaticas. Hematoxilina-
Eosina es una tincion general que proporciona una vision global de las
estructuras tisulares. Los portaobjetos con las secciones desparafinadas se
sumergieron en hematoxilina de Harris durante 10 minutos, y después se lavaron
en agua destilada durante otros 10 minutos. A continuacion se sumergieron en
Eosina unos segundos y se procedié a su deshidratacion en alcoholes de
gradacion creciente. A continuacion, se realiza su aclarado con Xilol y, para
finalizar, se procede a su montaje, colocando una gota del medio de montaje
(DPX: balsamo de Canada, o un medio sintético) sobre el corte, apoyando y
presionando sobre éste el cubreobjetos para eliminar las burbujas. Por dltimo, se

limpia el medio de montaje excedente y se deja secar.

A continuacién, se toman fotos de las muestras hepaticas tefiidas con
Hematoxilina&Eosina para estudiar las areas ocupadas por hepatocitos y por

proliferacion epitelial biliar.

2.L.5.b. Tricromico de Masson:

En primer término, se tifien las secciones con un tinte acido, como
escarlata de Biebrich. Todos los elementos aciddfilos del tejido, como el
citoplasma celular, el musculo y el colageno se uniran a los tintes acidos, por ello
ésta tincion permite visualizar my bien las areas de fibrosis. A continuacion, las
secciones se tratan con acido fosfotingstico y/o fosfomolibdico. Ya que el
citoplasma es mucho menos permeable que el colageno, los acidos
fosfotangsticos y fosfomolibdicos permiten que la escarlata de Biebrich difunda

del colageno pero no del citoplasma.
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Procedimiento: Se realizan los siguientes pasos sobre la preparacion

histoldgica:

e Desparafinar e hidratar

¢ Hematoxilina de Weigert, 12 minutos

e Agua corriente: 10 -15 minutos (lavar bien hasta eliminar el color del
agua)

e Tincién con Ponceau - fucsina acida — arfloxina, 20 minutos:
Solucién de Masson: 10 ml + 2 ml de solucién de arfloxina + 88 ml de
acido acético al 0.2%.

» 1 parte de solucion A: 1 g de fucsina acida en 100 ml de agua: hervir,
afiadir 1 ml de acido acético puro Yy filtrar.

= 2 partes de solucién B: 1 g de Ponceau de xilidina en 100 ml de agua,
hervir, afiadir 1 ml de acido acético puro y filtrar.
Solucion de azofloxina: 0.5 g de arfloxina + 100 ml de agua + 0.2 ml de
acido acético puro

e Agua acidulada (acido acético 1%): Tirar y seguir lavando con agua del
grifo

e Acido fosfomolibdico — naranja G hasta decoloracién del tejido: 4 minutos:
3 g de acido fosfomolibdico + 2 g de naranja G en 100 ml de agua

e Agua acidulada

e Verde luz 45 minutos (tapado): 0.1 g de verde luz SF + 0.2 ml de acido
acético puro + 100 ml de agua

e Agua acidulada, muy rapido, para que no se vaya el verde luz

o Deshidratar con rapidez hasta alcohol 100° (dejar 2 minutos)

2.L.5c. Rojo Picrosirio:

La tincion con Rojo Sirio se caracteriza por su alta afinidad a las proteinas
del colageno, tifie el colageno en rojo y contratifie en verde el resto de las

proteinas.
Procedimiento:

e Desparafinar e hidratar
e Picrosirio: 1 hora a temperatura ambiente
e Lavar en agua acidulada 10 minutos

e Contrastar con Hematoxilina de Harris (opcional)
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e Deshidratar en alcoholes crecientes

e Montar con D.P.X. (badlsamo de Canada)

e Soluciones

= Picrosirio: - Rojo sirio, 0.2 gramos (sirian red)
- Acido Picrico a saturacion: 100 ml

= Agua acidulada: Con CIH 0.1 N

A continuacion, se realizan fotos de campo claro del Rojo Picrosirio para
cuantificar el area de fibrosis, asi como fotos con luz polarizada para ver qué tipo
de coldgeno (maduro o no maduro) hay en los cortes del parénquima hepatico.
Las fotos se convierten a sistema binario (blanco y negro) y se analizan

mediante un programa de andlisis de imagen ¢ IMAGEJ.

Asi, mediante el programa computacional analizador de imagenes
IMAGEJ, se llevd a cabo la cuantificacion del tejido fibroso y del depdésito de
fiboras colagenas en las tinciones con Rojo Picrosirio. En las fotografias
digitales realizadas, se midié el area total en pixeles, de la cual se restaba el
area de luz ocupada por vasos, y se cuantificaron las areas de fibrosis,
hepatocitos y proliferacion biliar. Una vez medidas las areas, se calculd el
porcentaje de los distintos aspectos histoldgicos objeto de estudio. El calculo se

realizé en fotos con 400x de magnificacion.

2. L.6 Evaluacién histopatoldgica por microscopia Gptica
Los cortes hepaticos realizados fueron sometidos a las tres tinciones

diferentes indicadas anteriormente y observados a doble ciego por microscopia
Optica, con el fin de evaluar distintos aspectos histolégicos. Para intentar
determinar de una manera objetiva si existen diferencias histopatologicas entre
los diferentes grupos de estudio, se estableci6 un baremo por el cual se
asignaba una puntuacién a distintas variables de cada muestra histolégica en
funcién de la magnitud de los cambios observados. Las variables estudiadas
son:

= Colestasis

= Nodulos de regeneracion

=  Proliferacion ductular

*=  Binucleacion

» Infiltrado inflamatorio

=  Necrosis
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=  Trombosis

=  Fibrosis

= Peliosis
= Dilatacion venular centrolobulillar
= Estructura
= Funcion

= Congestion

Asi, se puntuaba cada uno de los aspectos histolégicos enumerados
anteriormente con 0, 1, 2, o 3 puntos. Finalmente se sumaban todos los puntos y
se clasificaba a cada preparacion histolégica correspondiente a cada individuo
en unos de los siguientes grupos en funcién de la puntuacion final obtenida:

¢ Diagndstico histopatoldgico bueno: < 5 puntos

¢ Diagndstico histopatolégico intermedio-bueno: 6-12 puntos

¢ Diagndstico histopatolégico intermedio-malo: 13-20 puntos

¢ Diagndstico histopatolégico malo: = 20 puntos

Para realizar las tinciones con Rojo Sirio y Tricromico de Masson se
eligieron al azar 9 casos de cada grupo (ratas con inyeccion de suero salino, con
células madre humanas prediferenciadas a hepatocitos, con celulas madre
indiferenciadas de rata y con células madre de rata prediferenciadas a
hepatocitos). Se realiz6 tincion Tricromico de Mason y Rojo Picrosirio en los
I6bulos LM y LC de cada caso, de tal forma que realizariamos una comparacion
histolégica entre el I6bulo medio, que es uno en los que se habia inyectado
células madre, con el I6bulo caudado, en el cuél no se habian inyectado células

madre.

2. M. CALCULO DEL “Model for end-stage Liver Disease” (MELD)

La escala MELD (del acrénimo inglés MELD, Model for end-stage Liver
Disease) es un modelo matematico de prediccidon de la sobrevida y de medicién
de la gravedad de la enfermedad hepatica muy utilizado en la clinica humana
gue se basa en simples valores rutinarios de laboratorio (bilirrubina, INR y
creatinina). Fue inicialmente desarrollado para predecir la muerte dentro de los
tres meses post-cirugia en pacientes a los que se les habia colocado un TIPS

(transjugular intrahepatic portosystemic shunt) y fue subsecuentemente
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demostrada su utilidad para determinar el prondstico y para priorizar los

pacientes en lista de espera para trasplante hepético.

La puntuacion MELD es calculada en el ser humano con la siguiente

formula;

MELD Score =9, 57 Ln (Creat) + 3, 78 Ln (Bili)) + 11, 2 Ln (INR) + 6, 43

Consideraciones:
-El rango de valores va de 6 a 40.
-El valor minimo es 1 para cada una de las variables.
-El valor se redondea al entero méas cercano.
-Si el paciente ha sido sometido a dialisis (al menos 2 veces durante la

semana anterior), el valor de creatinina a considerar es 4 mg/dL.

“A diferencia de la escala de Child Pugh, la escala MELD si cumple las
caracteristicas de un buen score, como son el incluir variables objetivas,
aplicables a un heterogéneo grupo de pacientes con enfermedad hepatica
cronica, distinguiendo la gravedad de la enfermedad. Ademas, ésta escala se ha
constatado y validado en mdltiples estudios que incluyeron multiples subgrupos

de pacientes con hepatopatia crénica”.

La interpretacion de la escala MELD en pacientes hospitalizados indica:
40 o0 mas — 71.3% mortalidad a los 3 meses
30-39 — 52.6%
20-29 — 19.6%
10-19 — 6.0%
<9 —1.9%

En nuestro trabajo hemos adaptado el calculo del MELD al estudio de las
ratas, ya que el peso y la edad de estas, difiere de la especie humana. Para ello
hemos mantenido los valores séricos de bilirrubina, creatinina y el INR, con la
salvedad de conservar los valores decimales de dichos valores y no redondear al
entero mas proximo. Con el resultado de los valores de MELD que hemos

obtenido se ha aplicado el andlisis estadistico antes descrito.
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3. N. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Para el andlisis estadistico de los resultados se utiliz6 la aplicacion
informéatica SPSS version: 19.0 para Windows® (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
En primer lugar, se realizd un estudio descriptivo de los resultados obtenidos.

Los métodos estadisticos utilizados fueron los siguientes (SPSS, 2010):

-Estadistica descriptiva de las variables cuantitativas (procedimiento
DESCRIPTIVE) expresandolas mediante una medida de centralizacién (media
aritmética) y una medida de dispersién (desviacion estandar) (x + DE) (Ferran,
1996).

-Estadistica descriptiva de las variables cualitativas (procedimiento
FREQUENCIES), con la obtencion de frecuencias y porcentajes de las
categorias. (Ferran, 1996)

-Tablas de contingencia para la relacion entre variables cualitativas
(procedimiento CROSSTABS). A estas tablas se les aplica una distribucion
estadistica: Prueba de Chi-cuadrado para contrastar la independencia o
influencia entre dos variables cualitativas, con informaciéon en cada casilla de la
tabla de contingencia del porcentaje en fila y los residuos corregidos no
tipificados para ayudar a descubrir las tramas en los datos que contribuyen a una
influencia significativa. (Everitt, 1992 y Ferran, 1996), considerandose un
resultado significativo cuando dicho residuo no esté incluido en el intervalo (-
2,+2).

-Test de Kolmogorov-Smirnov para una muestra (procedimiento NPAR
TESTS) para determinar si las variables cuantitativas del estudio se ajustan a
una distribucion Normal (Ferran, 1996) y asi cumplir los requisitos para utilizar
pruebas estadisticas paramétricas (ANOVA en este estudio). Si las variables no
siguen una distribucién Normal se deben utilizar pruebas no paramétricas (por
ejemplo, en nuestro caso, el test de Kruskal-Wallis).

-ANOVA para variables cuantitativas (procedimiento ONEWAY), para la
comparacion de mdltiples medias. A la ANOVA se le aplica una distribucion
estadistica F de Snedecor Cuando el valor global de la F de Snedecor es
significativo nos indica que las medias en los grupos no son iguales. El p-valor o
significacion obtenida, que es lo que valora si hay diferencias significativas entre
los grupos, si las hay con unos niveles de significacion fijados anteriormente, (en
nuestro caso 95%, p<0.05, 99%, p<0.01 y 99.9%, p<0.001), como prueba de
contrastes “a posteriori” usamos el test de Duncan, que realiza comparaciones

multiples de medias, ordenando las medias de menor a mayor y compara las
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diferencias entre pares (menor-mayor), conectando los grupos que no difieren
significativamente. De esta manera se identifican subconjuntos de medias no
significativamente diferentes. Si dos medias se agrupan en un mismo
subconjunto no son diferentes significativamente, en otro caso seran diferentes
significativamente. (Ferran, 1996) (Sanchez, 1996).

-Para realizar el andlisis de supervivencia, las diferencias entre grupos
se expresan en funcién del riesgo relativo de supervivencia (RR), empleando un
intervalo de confianza del 95%. El RR se considera significativo cuando el
intervalo de confianza no incluye el valor 1. Los resultados de supervivencia se

expresan graficamente mediante curvas de Kaplan Meier.

Respecto de los estudios histopatolégicos (porcentaje del area de
fibrosis), para comparar el efecto del I6bulo en el que se inyectan células y el
efecto propio del tratamiento con células madre en los grupos con distinta
evolucion p.o. se utiliz6 ANOVA y posteriormente el test de Duncan de

contrastes post-hoc o a posteriori.

Los valores se consideran estadisticamente significativos si p<0.05.
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VI. RESULTADOS

Habiendo demostrado previamente que las células madre humanas mas
adecuadas para la reversion de la patologia colestasica son aquellas
prediferenciadas a hepatocitos, y que el periodo evolutivo de colestasis
microquirdrgica en la rata en el cual las lesiones hepéticas ya estan
completamente establecidas es alrededor de 14 dias del p.o., se disefi6 el
presente estudio con la intencibn de analizar el posible efecto terapéutico,
(reversion de la patologia colestasica) de las células madre, tanto obtenidas del
tejido adiposo del ser humano, como de la rata, a las 8 semanas de la

realizacion de la colestasis extrahepatica.

A continuacion, se describen los resultados correspondientes a los
grupos formados por ratas a las cuales se las realizo una colestasis
microquirurgica, y se les administré bien suero salino, células madre humanas
prediferenciadas a hepatocitos, células madre indiferenciadas de rata, o células
madre de rata prediferenciadas a hepatocitos, en cada grupo correspondiente.
En todos los casos la inyeccion intraparenquimatosa hepatica, de solucién salina
o de células madre mesenquimales de origen adipocitico, se realiz6 a las 2
semanas del p.o., y los animales se sacrificaron a las 8 semanas de la colestasis
(Tabla 3).

Tabla 3. Relacién de las Series de ratas correspondientes al disefio del estudio
experimental. SO: pseudo-operadas. CM-S: Colestasis microquirdrgica con
administracion de suero salino. CCRND: Colestasis microquirdrgica con administracion
de células madre de rata adipociticas no diferenciadas CCHP: Colestasis microquirurgica
con administracion de células madre  humanas adipociticas prediferenciadas a
hepatocitos CCRP: Colestasis microquirdrgica con administracion de células madre
adipociticas de rata prediferenciadas a hepatocitos CMQ: Colestasis microquirdrgica.
SS: Suero salino. SC-hp: células madre mesenquimales adipociticas humanas
prediferenciadas a hepatocitos. SC-rnd: células madre mesenquimales adipociticas de
rata no diferenciadas. SC-rp: células madre mesenquimales adipociticas de rata
prediferenciadas a hepatdcitos.
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CIRUGIA 2 seprr.loa.n as | 8 sepn.10a.nas
CONTROL | (o) SO Sty
SERIE | (ﬂ"z‘g’) CMQ ss s(ar]czrqzz)io
SERIE I igﬁﬁ? CMQ sc-md szgggm
SERIE II gﬁ;; CMQ sC-hp Sggqgm
SERIE IV gg;; CMQ scp szgggo

1. SUPERVIVENCIA

La supervivencia global fue del 56,1 %, produciéndose el fallecimiento de
61 de los 139 animales que formaban el estudio, aprecidndose en las
de

significativas (p=0,003). La supervivencia por grupos se expone en la tabla 4 y

comparaciones globales los grupos, diferencias estadisticamente

en la figura 32 mediante una curva de Kaplan Meier.

Tabla 4. Supervivencia global. SO: pseudo-operadas.CM-S: Colestasis microquirdrgica
con administracion de suero salino CCRND: Colestasis microquirdrgica con
administracion de células madre adipociticas de rata no diferenciadas. CCHP: Colestasis
microquirdrgica con administracion de células madre adipociticas humanas
prediferenciadas a hepatocitos CCRP: Colestasis microquirirgica con administracién de
células madre adipociticas de rata prediferenciadas a hepatocitos.

GRUPO SUPERVIVENCIA
C n=20
(SZ;O) (100%)
| n=14
(ﬁiﬁ;; (70%)
I n=25
(CCRND) (53.2%)
1] n=15
(ceHn) (39.5%)
v n=20
(cCrP) (66.7%)
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A las 8 semanas de evolucion p.o. el grupo control (C) presenta la mayor
supervivencia, con un 100%, mientras que el grupo lll, de ratas con colestasis y
administracion de células madre adipociticas humanas prediferenciadas a
hepatocitos, presenta la menor supervivencia con el 39,5%. En el grupo I, de
ratas con colestasis microquirirgica y administracion de suero salino, la
supervivencia fue del 70%, en el grupo Il, de ratas con administracion de células
madre adipociticas de rata no diferenciadas, la supervivencia fue del 53,2% v,
por ultimo, en el grupo IV, de ratas con administracién de células madre
adipociticas de rata prediferenciadas a hepatocitos sobrevivieron el 66,7% de
los animales En el analisis de comparaciones globales entre grupos se observa
que existen diferencias estadisticamente significativas (p=0,003). En el analisis
de comparacién por pares se concluye que la supervivencia menor es la
conseguida por las ratas del grupo Ill, de colestasis microquirtrgica con
administracion de células madre adipociticas humanas prediferenciadas a
hepatocitos (CCHP), existiendo diferencias estadisticamente significativas entre
éste grupo, y los grupos control, de ratas seudo-operadas (C; p=0,039), de
colestasis y administracién de suero salino (CMS, p=0,012) y IV, de colestasis e
inyeccién de células madre de rata prediferenciadas a hepatocitos (CCRP,
p=0,002).

Funciones de supervivencia

Grupo
r 1CI?L HUM PRED & SEM
—! IICEL RAT MO DIF 8 SEM
1 L CEL RAT PRED & SEM
1l | MPSEUDCPERADAS
05 : SUERQ 8 SEMANAS
! | 1 }— CEL HUM PRED 8 SEM-
L censurado
. CEL RAT MO DIF 8 SEM-
censurado
CEL RAT PRED 8 SEM-
censurado
PSELUDCPERADAS-
censurado

| SLUERO & SEMAMNAS-
censurado

0,67

0,49

Supervivencia acum

0,24

0,0

I 1 T
oo 20,00 40,00 60,00

dias

Figura 32. Curva de supervivencia de Kaplan Meier correspondiente a los cinco
grupos de ratas Grupo C: Seudo-operadas. Grupo |: Colestasis microquirdrgica y
administracion de suero salino Grupo Il: Colestasis microquirdrgica con administracion
de células madre adipociticas de rata no diferenciadas Grupo |Ill: Colestasis
microquirargica 'y administracion de células madre adipociticas humanas
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prediferenciadas a hepatocitos Grupo IV: Colestasis microquirdrgica con administracion
de células madre adipociticas de rata prediferenciadas a hepatocitos.

1.A. RESULTADOS DE LA SERIE |, DE RATAS CON COLESTASIS Y
ADMINISTRACION INTRAHEPATICA DE SOLUCION SALINA ISOTONICA:

La Serie | estda compuesta por ratas con colestasis y administracion
intrahepética de solucion salina isoténica (CM-S) a las 2 semanas del p.o. Esta
Serie estaba formada inicialmente por 20 animales, de los cuales 14

permanecian vivos en el momento del sacrificio (supervivencia del 70%).

La supervivencia de esta serie en funcién del periodo p.o., después de
dos semanas de colestasis y realizar la inyeccion intrahepética de suero, fue la

siguiente:

e Supervivencia intraoperatoria (administracion de suero intrahepatico) :
95% (19/20)

e Supervivencia precoz (primera semana post-administracion del suero):
89,5 % (17/19)

e Supervivencia intermedia (a partir de la primera semana tras la
administracion de suero y hasta 2 semanas antes del sacrificio): 94,1%
(16/17).

e Supervivencia tardia (desde la sexta a la octava semana de colestasis,

en la cual se procedi6 a su sacrificio): 82,4% (14/17).

1. B. RESULTADOS DE LA SERIE Il, DE RATAS CON COLESTASIS Y
ADMINISTRACION INTRAHEPATICA DE CELULAS MADRE ADIPOCITICAS
NO DIFERENCIADAS DE RATA:

La Serie Il estd compuesta por ratas con colestasis y administracién
intrahepatica de células madre adipociticas no diferenciadas de rata (CCRND) a
las 2 semanas del p.o. De los 47 animales que constituian este grupo, 25

permanecian vivos en el momento del sacrificio (supervivencia global del 53,2%).

La supervivencia de esta serie en funcion del periodo p.o., después de

dos semanas de colestasis fue la siguiente:

e Supervivencia intraoperatoria (administraciéon de las células madre):
91,5% (43/47)
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e Supervivencia precoz (primera semana post-administraciéon de las
células madre): 97,7 % (42/43)

e Supervivencia intermedia (a partir de la primera semana tras la
administracion de las células madre hasta 2 semanas antes del
sacrificio): 92,9% (39/42)

e Supervivencia tardia (desde la sexta a la octava semana de colestasis.,

en la cual se procedio a su sacrificio): 59,5% (25/42).

1. C. RESULTADOS DE LA SERIE Illl, DE RATAS CON COLESTASIS Y
ADMINISTRACION INTRAHEPATICA DE CELULAS MADRE ADIPOCITICAS
HUMANAS PREDIFERENCIADAS A HEPATOCITOS:

La Serie lll estda compuesta por ratas con colestasis y administracion
intrahepética de células madre adipociticas humanas prediferenciadas a
hepatocitos (CCHP) a las 2 semanas del p.o. De los 38 animales que
constituian este grupo, 15 permanecian vivos en el momento del sacrificio

(supervivencia de 39,4%).

La supervivencia de esta serie en funcion del periodo p.o., después de

dos semanas de colestasis fue la siguiente:

e Supervivencia intraoperatoria (administracién de las células madre):
89,4% (34/38)

e Supervivencia precoz (primera semana post-administraciéon de las
células madre): 88,2 % (30/34)

e Supervivencia intermedia (a partir de la primera semana tras la
administracion de las células madre hasta 2 semanas antes del
sacrificio): 66,7% (20/30).

e Supervivencia tardia (desde la sexta a la octava semana de colestasis,

en la cual se procedio a su sacrificio): 46,7% (14/30).

1. D. RESULTADOS DE LA SERIE IV, DE RATAS CON COLESTASIS Y
ADMINISTRACION INTRAHEPATICA DE CELULAS MADRE ADIPOCITICAS
DE RATA PREDIFERENCIADAS A HEPATOCITOS

La Serie IV estd compuesta por ratas con colestasis y administracion
intrahepatica de células madre adipociticas de rata prediferenciadas a

hepatocitos (CCRP) a las 2 semanas p.o. De los 30 animales que constituian
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este grupo, 20 permanecian vivos en el momento del sacrificio (supervivencia
global del 66,7%).

La supervivencia de esta serie en funcion del periodo p.o., después de

dos semanas de colestasis fue la siguiente:

e Supervivencia intraoperatoria: (administracion de las células madre)
93,3% (28/30).

e Supervivencia precoz (primera semana post-administracion de células
madre): 100% (28/28).

e Supervivencia intermedia (a partir de la primera semana tras la
inyeccion de células madre hasta 2 semanas antes del sacrificio): 100%
(28/28).

e Supervivencia tardia (desde la sexta a la octava semana de colestasis.,

en la cual se procedio a su sacrificio): 71,4% (20/28).

Las conclusiones en relacion a los resultados de supervivencia son las

siguientes:

- Hay un descenso no significativo de la supervivencia intraoperatoria en el
grupo que recibié células madre humanas (CCHP; 89,4%), respecto a los
grupos con solucion salina (CMS; 95%), con células madre de rata
indiferenciadas (CCRND; 91,5%) y con células madre de rata prediferenciadas
a hepatocitos (CCRP; 93,3%).

Por el contrario en fases posteriores tras la inyeccion intrahepatica de suero
salino o de células madre, se produce un descenso significativo (p=0,05) de la
supervivencia precoz en las ratas que recibieron solucion salina (CMS;
89,5%), y en las que se administraron células madre humanas (CCHP; 88,2%),
respecto a los grupos, con células madre de rata indiferenciadas (CCRND;
97,7%) y con células madre de rata prediferenciadas a hepatocitos (CCRP;
100%).

Hay un descenso significativo (p= 0.05) de la supervivencia intermedia en el
grupo que recibié células madre humanas (CCHP; 66,7%), respecto a los
grupos con solucion salina (CMS; 94,1%), con células madre de rata
indiferenciadas (CCRND; 92,9%) y con células madre de rata prediferenciadas
a hepatocitos (CCRP; 100%).
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un descenso

significativo

(p=0,01) de la

supervivencia tardia en el grupo que recibi6é células madre humanas (CCHP;

46,7%), respecto a los grupos con solucion salina (CMS; 82,4%), con células

madre de rata indiferenciadas (CCRND; 59,5%) y con células madre de rata
prediferenciadas a hepatocitos (CCRP; 71,4%).

Tabla 5. Supervivencia acumulada dividida en periodos en los diferentes grupos de
ratas con colestasis: CM-S: Colestasis con administracion de suero salino. CCRND:
Colestasis con administracion de células madre adipociticas de rata no diferenciadas.
CCHP: Colestasis con administracion de células madre adipociticas humanas
prediferenciadas a hepatocitos. CCRP: Colestasis con administracién de células madre
adipociticas de rata prediferenciadas a hepatocitos

CM-S CCRND CCHP CCRP
SUPERVIVENCIA
(n=20) (n=47) (n=38) (n=30)
Intraoperatoria 95% (19/20) 91,5%(43/47) | 89,4% (34/38) | 93,3% (28/30)

Precoz

(12 semana)

89,5 %(17/19)

97,7%(42/43)

88,2 9%(30/34)

100 % (28/28)

Intermedia

(1°-4°semana)

94,1% (16/17)

92,99(39/42

66,7%(20/30))

100% (28/28)

Tardia
(62-82semana)

82,4% (14/17)

59,5% (25/42)

46,7% (14/30)

71,4% (20/28)

Global

70% (14/20)

53,29 (25/47)

39,4% (15/38)

66,7%(20/30)

2. COMPLICACIONES POST-OPERATORIAS

Las complicaciones mas frecuentes que presentaron los

durante el postoperatorio fueron:

1. Peritonitis biliar

animales

y fallecimiento secundario (3 casos) Los 3 casos

correspondieron: 1 al grupo de ratas con colestasis y administracién de

solucion salina (CM-S), 1 al grupo de colestasis y administracion de células

madre adipociticas de rata indiferenciadas (CCRND) vy, el tltimo al grupo con

colestasis y administracion de células madre adipociticas de

prediferenciadas a hepatocitos (CCRP).

rata

Eventracion en la cicatriz de laparotomia (2 casos), con formacién de

lesiones ulcerosas. Los 2 casos correspondieron al grupo de ratas con
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colestasis y administracion de células madre humanas prediferenciadas a
hepatocitos (CCHP) (figura 33).

3. Formacion de abscesos cronicos calcificados sobre la cicatriz de laparotomia
(5 casos) Los 5 casos correspondieron, 2 al grupo de ratas colestasicas con
administracion de células madre de rata indiferenciadas (CCRND) y 3 casos
al grupo de ratas con colestasis y administracion de células madre de rata
prediferenciadas a hepatocitos (CCRP).

4. Complicaciones hemorragicas (1 caso) Hemoperitoneo tras puncion del
parénquima hepatico, que fue controlado en el momento del sangrado con
medidas de compresidon y sustancias hemostaticas. Esta complicacion
ocurri6 en una rata con colestasis y administracion de células madre
humanas prediferenciadas a hepatocitos (CCHP).

5. Exitus inmediatamente tras la la inyeccion intrahepatica de células madre de
rata indiferenciadas (CCRND) en tres ratas.

6. Morbilidad hepatica: Se identificé la presencia de minimos quistes biliares y
abscesos hepaticos en 3 casos de ratas con colestasis y administracion de
células madre de rata indiferenciadas. (CCRND).

7. Sindrome adherencial intenso en una rata del grupo con colestasis y
administracion de células madre de rata indiferenciadas. (CCRND) (1 caso)

que produjo un cuadro de obstruccion intestinal (figura 34).

Figura 33. Complicaciones postoperatorias: Ulcera sobre la cicatriz de laparotomia
secundaria a infeccion local en una rata del grupo con colestasis y administracion de
células madre humanas prediferenciadas a hepatocitos (CCHP).
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Figura 34. Complicaciones postoperatorias: Obstruccién intestinal por adherencias
peritoneales en una rata del grupo con colestasis y administracién de células madre de
rata indiferenciadas (CCRND).

3. ASCITIS

La produccion de liquido ascitico fue superior en las ratas con colestasis
microquirdrgica y administracion de suero salino respecto de los grupos a los
gue se administraron células madre adipociticas, tanto humanas
prediferenciadas a hepatocitos (CCHP), como de rata, indiferenciadas (CCRND)
y prediferenciadas (CCRP) (Tabla 6, ANEXO 2, y figura 35).

VOLUMEN DE LIQUIDO ASCITICO

10
[ 1 CM-S
[ mmm CCHP
8 - mmmm CCRND
[ mmmm CCRP
6
S
4
2 -
ol :
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Figura 35 Volumen de liquido ascitico en ratas com colestasis. CM-S: Colestasis
con administracion de suero salino. CCRND: Colestasis con administracion de células
madre adipociticas de rata no diferenciadas. CCHP: Colestasis con administracién de
células madre adipociticas humanas prediferenciadas a hepatocitos. CCRP: Colestasis
con administracion de células madre adipociticas de rata prediferenciadas a hepatocitos

Resulta llamativo que en las ratas colestésicas, el volumen de liquido
ascitico acumulado en la cavidad abdominal cuando se sacrifican, es menor en
aquellos animales a los que se les administraron células madre respecto de los
gue tan solo recibieron solucion salina, si bien ésta diferencia, aunque es
practicamente del doble, no alcanza significacion estadistica, posiblemente por la
dispersion de los datos. (Figura 35).

Por el contrario, entre los grupos de animales a los que se les
administraron células madre no se aprecian grandes diferencias, sin embargo, se
observa que el volumen de liquido ascitico es menor en los grupos en que se
administraron células de rata, en relaciébn a aquellos que recibieron células
humanas, sobre todo en el grupo que recibié células de rata prediferenciadas a

hepatocitos.

4. CIRCULACION COLATERAL VENOSA PORTOSISTEMICA

Se ha estudiado aquellas areas donde se desarrolla habitualmente
circulacion colateral venosa en las ratas con hipertension portal, es decir, en las
areas esplenorrenal (CER), gastroesofégica (colaterales paraesofégicas: CPE), y
pararectal (CPR).

e Area Esplenorrenal: Se forman la vena esplenorrenal craneal (anterior o
proximal), y la esplenorrenal caudal (posterior o distal), que drenan a
distinta altura en la vena suprarrenal izquierda (figura 36).

e Area Gastroesofagica: Las colaterales paraesofagicas son dos venas
tortuosas y de grueso calibre que ascienden por la cara anterior y
posterior del esé6fago: paraesofagica anterior y posterior.

e Area Colorrectal: Se localiza la vena mesentérica inferior, que se contintia

con las venas hemorroidales en situacién pararrectal izquierda (Figura 36).
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Figura 36. Representacion de circulacién colateral porto-sistémica tras colestasis
microquirdrgica en la rata. Ri: Rifién; A: Glandula adrenal; B: Bazo; P: Pancreas; ERs:
Circulacion esplenorrenal superior; ERi: Circulacién esplenorrenal inferior; R: Recto; PR:
Circulacion pararrectal;

En los grupos de ratas con colestasis no se aprecian diferencias
significativas en cuanto al desarrollo de circulacién colateral venosa, estando
presente en todos los grupos y en todas las areas anatdmicas descritas (tabla 7,
ANEXO 2, figura 37).

Figura 37. Imagen fotografica en la que se observa la existencia de circulacién colateral
venosa esplenorrenal (a) y paraesofagica (b), a las 8 semanas de evoluciéon post-
operatoria, en una rata con colestasis microquirirgica a la que se le administré solucion
salina.

5. VASCULOPATIA VENOSA MESENTERICA

En todos los animales con colestasis, es decir con colestasis y
administracion de suero salino (CM-S), con colestasis y administracion de
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células madre de rata no diferenciadas (CCRND), con colestasis y
administracion de células madre humanas prediferenciadas a hepatocitos
(CCHP) y las ratas con colestasis y administracion de células madre de rata
prediferenciadas a hepatocitos (CCRP), se comprobd el desarrollo de
vasculopatia venosa mesentérica (VVM) de grado I, no aprecidndose en
ninguno VVM espontanea o de tipo Il (tabla 8, ANEXO 2, figura 38).

Figura 38. Vasculopatia venosa mesentérica: A la izquierda, rata seudo-operada en la
gue se observa una vasculoracion fisiolégica o normal del mesenterio de la rata. A la
derecha, rata del grupo CM-S (Colestasis microquirdrgica con administracién de suero
salino) en la que se aprecia vasculopatia de grado |, con dilatacién y tortuosidad tras el
clampaje transitorio (2 minutos) de la vena mesentérica superior.

6. EVOLUCION DEL PESO CORPORAL

Los resultados correspondientes al peso corporal tanto al inicio (PCI)
como al final del estudio (PCF) de los animales, asi como el incremento de PC

durante su evolucion p.o., se representan en la Tabla 9, ANEXO 2.

El PCI es significativamente menor en el grupo CCRND (Colestasis con
administracion de células madre de rata no diferenciadas) que en los grupos
CCRP (p<0,05) (Colestasis con administracion de células madre de rata
prediferenciadas a hepatocitos) y CCHP (p<0,01) (Colestasis con administracion
de células madre humanas prediferenciadas a hepatocitos) ElI PCF es
significativamente mayor en el grupo CCRP (Colestasis con administracion de
células madre de rata prediferenciadas a hepatocitos) que en los grupos CCHP
(p<0,01) (Colestasis con administracion de células madre humanas
prediferenciadas a hepatocitos) y CM-S (p<0,05) (Colestasis microquirurgica con
administracion de suero). (Tabla 9, ANEXO I, Figura 39).
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En lo que al incremento del peso corporal (APC) se refiere, se produce
una disminucion significativa del mismo en las ratas colestasicas con
administracion de células madre humanas prediferenciadas a hepatocitos
(CCHP) respecto del resto de los grupos colestaticos (p<0,01), como del grupo

de ratas seudo-operadas (p<0,001).

Ademas, en el grupo de ratas seudo-operadas (SO) hay un aumento
estadisticamente significativo (p<0,001) del peso corporal, y en los grupos de
ratas con colestasis que recibieron células madre de rata, tanto no diferenciadas
(CCRND), como prediferenciadas a hepatocitos (CCRP) el aumento del APC es

casi del doble en relacion al grupo que recibié suero (CM-S). (Figura 39).

INCREMENTO PESO CORPORAL

*%

120 : 000
3 00 mmm SO
100 | 00 3 CM-S
80 - 00 mmmm CCHP
60 - mmmm CCRND
: T mmmm CCRP
40 -
> 20 -
0
20 -
-40 -
-60 -
-80 ° . . . . .

Figura 39. Incremento de peso corporal (4 peso; g) en las ratas de los grupos de
estudio: SO: Seudo-operadas; CM-S: Colestasis con administracién de suero salino.
CCRND: Colestasis con administracion de células madre adipociticas de rata no
diferenciadas. CCHP: Colestasis con administracion de células madre adipociticas
humanas prediferenciadas a hepatocitos. CCRP: Colestasis con administracion de
células madre adipociticas de rata prediferenciadas a hepatocitos; Media + DE **p<0.01:
Valor estadisticamente significativo respecto de CM-S; °°p<0.01;°°°p<0.001: Valor
estadisticamente significativo respecto de CCHP.

7. PESO HEPATICO

En relacion al peso hepatico, este es significativamente superior en las

ratas colestasicas a las que so6lo se les inyect6 solucion salina (CM-S) respecto
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a las ratas seudo-operadas (p<0,001) y a todos los grupos de animales con
colestasis a los que se les administraron células madre adipociticas, tanto de
rata no diferenciadas (CCRND) y prediferenciadas a hepatocitos (CCRP), como
las humanas prediferenciadas a hepatocitos CCHP (p<0,05). Lo mismo ocurre
con la relacibn PH/PC, que es también, estadisticamente superior en los
animales con colestasis e inyeccion de suero (CM-S) respecto a las ratas
seudo-operadas (p<0,001) y a las colestasicas a las que se les inyectaron
células madre. Estas diferencias son mas marcadas en relacién a los grupos
gue recibieron células madre de rata, tanto no diferenciadas (CCRND; p<0,05),
como las prediferenciadas a hepatocitos (CCRP; p<0,05). (Tabla 10, ANEXO 2,
figuras 40 y 41).
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Figura 40. Peso hepatico (PH;g). SO: Seudo-operadas CM-S: Colestasis con
administracion de suero salino. CCRND: Colestasis con administracion de células madre
adipociticas de rata indiferenciadas. CCHP: Colestasis con administracion de células
madre adipociticas humanas prediferenciadas a hepatocitos. CCRP: Colestasis con
administracion de células madre adipociticas de rata prediferenciadas a hepatocitos;
Media + DE:#p<0.05;44p<0.01;444p<0.001:Valor estadisticamente significativo respecto
de SO; *p<0.05; ***p<0,001: Valor estadisticamente significativo respecto de CM-S.
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Figura 41. Relacion peso hepéatico / peso corporal x 100 (PH/PC; %) en las ratas de
los diferentes grupos de estudio: SO: seudo-operadas; CM-S: Colestasis con
administracion de suero salino. CCRND: Colestasis con administracion de células madre
adipociticas de rata no diferenciadas. CCHP: Colestasis con administracion de células
madre adipociticas humanas prediferenciadas a hepatocitos. CCRP: Colestasis con
administracion de células madre adipociticas de rata prediferenciadas a hepatocitos;
Media + DE:+#p<0.01;444p<0.001:Valor estadisticamente significativo respecto de SO;
*p<0.05; ***p<0,001: Valor estadisticamente significativo respecto de CM-S.

Es de interés destacar que la hepatomegalia, tanto en valor absoluto,
como cuando se estudia la relacibn peso hepatico/peso corporal, en
comparacion a los valores de referencia que se obtienen al pesar los higados de
las ratas seudo-operadas, es inferior en las ratas con colestasis a las que se les
administran células madre respecto de aquellas que soélo recibieron suero salino
Se observa también que el grupo con menor hepatomegalia, y por tanto con
pesos hepaticos mas aproximados a los pesos de los higados de las ratas
seudo-operadas, es aquel al que se le administraron células madre humanas, si
consideramos los valores absolutos, pero al estudiar la relacibn peso
hepatico/peso corporal, los animales con menor incremento del peso hepatico, y
con pesos hepaticos mas aproximados a los pesos de los higados de las ratas
seudo-operadas, son aquellos a los que se les administraron células madre de
rata, sobre todo las que recibieron células prediferenciadas a hepatocitos
(Figuras 40 y 41). En la figura 42 se puede apreciar el aspecto macroscépico del
higado de una rata con colestasis microquirdrgica y administracion de células

madre y otra del grupo de ratas colestasicas a la que se le inyect6 suero.
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Figura 42. .Fotografia comparativa del aspecto macroscépico del higado en una rata
con colestasis microquirdrgica y  administracion de células madre adipociticas
prediferenciadas a hepatocitos (a) y otra del grupo de ratas colestasicas con suero (b).
Se aprecia hepatomegalia, ictericia y aumento de la consistencia en mayor grado en el
higado de la rata con colestasis y administracion de solucién salina, respecto al higado
de la rata colestasica a la que se administraron células madre.

Respecto de la evolucion de los pesos lobulares hepaticos, se produce un
aumento del peso del l6bulo medio hepatico (LM) en el grupo de ratas con
colestasis y solucion salina (CM-S) respecto a las ratas seudo-operadas
(p<0,01), y al resto de los grupos de animales colestasicos con células madre, si
bien éste, en los animales colestaticos, no alcanza significacion estadistica.
También se puede comprobar un aumento significativo del peso del I6bulo lateral
derecho (LLD) en el grupo CM-S respecto a las ratas seudo-operadas (p<0,001)
y a los grupos de ratas con colestasis que recibieron células madre, tanto de rata
no diferenciadas (CCRND; p<0,05), como humanas prediferenciadas a
hepatocitos (CCHP; p<0,01). El peso del lobulo lateral izquierdo (LLI) es
significativamente mayor en el grupo CM-S respecto a las ratas seudo-operadas
(p<0,001) y al grupo CCHP (p<0,05). Por ultimo, el peso del I6bulo caudado (LC)
es superior en las ratas colestasicas con suero (CM-S) y con células madre de
rata prediferenciadas a hepatocitos (CCRP), respecto al grupo de ratas seudo-
operadas (p<0,001) y al grupo que recibieron células madre humanas
prediferenciadas a hepatocitos (CCHP), si bien éste aumento no alcanza

significacion estadistica (Tabla 11).

Tabla 11. Peso de los I6bulos medio (PLM), lateral derecho (PLLD), lateral izquierdo
(PLLI) y caudado (PLC) hepaticos en las ratas de los diferentes grupos de estudio:
SO: Seudo-operadas; CM-S: Colestasis con administracion de suero salino. CCRND:
Colestasis con administracion de células madre adipociticas de rata no diferenciadas.
CCHP: Colestasis con administracion de células madre adipociticas humanas
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prediferenciadas a hepatocitos. CCRP: Colestasis con administracion de células madre
adipociticas de rata prediferenciadas a hepatocitos.

PLM PLLD PLLI PLC
GRUPO
) 9) 9) 9)
SO 4,37* 2.36% | 3,43t 0,79**
+ + + *
(n=20) 0,09 0,12 0,18 0,10
' 7.14¢¢ | 6,18¢4¢ | 7,55¢¢¢ 2,13¢¢
CM-S + + + £
(n=20) 1,5 1,84 1,23 0,46
I 5,84 3,79%* 5,73 1,67
(CCHP) + + x s
(n=38 2.2 1,8 1,47 0,78
1l 5,54 4,22% 6,344 1,964
(CCRND) + + + +
(n=47) 1,76 1,46 215 0,73
IV
5,56 51166 6,364 22444
CCRP + + + +
(n=30) 1,35 1,85 2.04 1,06

Media + DE:+#p<0.01;444p<0.001:Valor estadisticamente significativo respecto de SO;
*p<0.05; ***p<0,001: Valor estadisticamente significativo respecto de CM-S.

8. PESO ESPLENICO

Todos los grupos de ratas con colestasis microquirirgica presentan
esplenomegalia cuando se comparan con las ratas seudo-operadas, si bien, en
las ratas colestasicas que recibieron tan solo solucién salina (CM-S) el
incremento del peso esplénico es mas marcado en relacion al resto de los
grupos, existiendo diferencias significativas (p<0,5) con el grupo de ratas
colestasicas a las que les administraron células madre adipociticas humanas
prediferenciadas a hepatocitos (CCHP). La relacién PE/PC es, también, mayor
en el grupo CM-S en relacién al resto de los grupos, siéndo esta diferencia
significativa (p<0,5) respecto al grupo de ratas colestasicas a las que se
inyectaron células madre adipociticas de rata prediferenciadas a hepatocitos

(CCRP). (Tabla 12, ANEXO 2, figuras 43y 44).
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PESO ESPLENICO
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Figura 43. Peso esplénico (PE;g) en las ratas de de los diferentes grupos de
estudio: SO: Seudo-operadas CM-S: Colestasis con administracion de suero salino.
CCRND: Colestasis con administracion de células madre adipociticas de rata no
diferenciadas. CCHP: Colestasis con administracion de células madre adipociticas
humanas prediferenciadas a hepatocitos. CCRP: Colestasis con administracién de
células madre adipociticas de rata prediferenciadas a hepatocitos; Media + DE;
+44p<0.001: Valor estadisticamente significativo respecto de SO; ***p<0.001;*p<0.05;
Valor estadisticamente significativo respecto de CM-S.
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Figura 44. Relacién peso esplénico / peso corporal x 100 (PE/PC; %) en las ratas de
de los diferentes grupos de estudio: SO: Seudo-operadas CM-S: Colestasis con
administracion de suero salino. CCRND: Colestasis con administracion de células madre
adipociticas de rata no diferenciadas. CCHP: Colestasis con administracién de células
madre adipociticas humanas prediferenciadas a hepatocitos. CCRP: Colestasis con
administracion de células madre adipociticas de rata prediferenciadas a hepatocitos.
Media + DE; ¢+4p<0.01; ¢¢¢p<0.001: Valor estadisticamente significativo respecto de SO.;
***n<0.001;*p<0.05; Valor estadisticamente significativo respecto de CM-S.

Todas las ratas colestasicas presentaron esplenomegalia (p<0.001)
respecto a las ratas seudo-operadas. Sin embargo, al igual que ocurria con la
hepatomegalia, el incremento del peso esplénico es inferior en las ratas
colestasicas que recibieron células madre respecto de aquellas a las que se
inyectd sélo suero salino intrahepatico (Figura 43). También se puede observar
gue en los grupos tratados con células madre se produce un aumento
significativo de la relacion PE/PC respecto a las ratas seudo-operadas: CM-S,
CCRND, y CCHP (p<0.001), siendo este aumento menos marcado en el grupo
de ratas colestaticas que recibieron células madre de rata prediferenciadas
(p<0.01). Entre los grupos colestaticos se observa que en el grupo tratado con
suero se produce un aumento mas marcado de la relacion PE/PC, que en los
grupos tratados con células madre (figura 44). En la figura 45 se puede apreciar
el aspecto macroscoépico del bazo de una rata con colestasis microquirdrgica y
administracion intrahepatica de células madre, y otra del grupo de ratas

colestasicas a las que se administré suero.

Figura 45. Fotografia comparativa del tamafio del bazo de una rata del grupo con
colestasis y administracion de suero (CM-S) a la izquierda, y otra, a la derecha, de una
rata seudo-operada (SO).

120



RESULTADOS

9. PESO TESTICULAR

Las ratas con colestasis a las que se inyecto soOlo suero salino
intrahepatico (CM-S), sufrieron atrofia testicular cuando se comparan con las
ratas SO (p<0.05) (Tabla 13; Figura 46) y al resto de los grupos colestaticos que
recibieron células madre, siendo esta diferencia significativa (p<0,001) con el
grupo de ratas que recibieron células madre de rata prediferenciadas a
hepatocitos (CCRP) que incluso llegan a tener un tamafio testicular mayor a las
ratas seudo-operadas (SO); (Tabla 13, ANEXO 2, Figura 46).
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Figura 46. Peso testicular bilateral (PT;g) en las ratas de de los diferentes grupos
de estudio.SO: Seudo-operadas CM-S: Colestasis con administracion de suero salino.
CCRND: Colestasis con administracion de células madre adipociticas de rata no
diferenciadas. CCHP: Colestasis con administracién de células madre adipociticas
humanas prediferenciadas a hepatocitos. CCRP: Colestasis con administracién de
células madre adipociticas de rata prediferenciadas a hepatocitos. Media + DE; ¢p<0.05:
Valor estadisticamente significativo respecto de SO;***p<0.001: Valor estadisticamente
significativo respecto de CM-S.

La relacion PT/PC es también menor en las ratas con insuficiencia
hepatica colestasica a las que se inyecto suero salino intrahepatico (CM-S)
respecto al grupo de ratas seudo-operadas y al resto de los grupos colestaticos
gue recibieron células madre . Dentro de las ratas colestasicas, el indice PT/PC
es inferior en el grupo CM-S que en los grupos con colestasis que recibieron

células madre, existiendo diferencias significativas respecto al grupo con células
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madre de rata prediferenciadas a hepatocitos (CCRP;p<0,05). (Tabla 13,
ANEXO 2, figuras 47 y 48).

PT/PC
1,2
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, = CCHP
mmm CCRND

0,8 - mmm CCRP
X 06

04 -

0,2

0,0 .

Figura 47. Peso testicular bilateral (PT;g) y Relacién peso testicular / peso corporal
x 100 (PT/PC en las ratas de de los diferentes grupos de estudio: SO: Seudo-
operadas CM-S: Colestasis con administracion de suero salino. CCRND: Colestasis con
administracion de células madre adipociticas de rata no diferenciadas. CCHP: Colestasis
con administracibn de células madre adipociticas humanas prediferenciadas a
hepatocitos. CCRP: Colestasis con administracion de células madre adipociticas de rata
prediferenciadas a hepatocitos. Media + DE; *p<0.05: Valor estadisticamente significativo
respecto de CM-S.

En la figura 48 se puede apreciar el aspecto macroscopico de los
testiculos de una rata con colestasis microquirtrgica y administracion de células
madre prediferenciadas a hepatocitos (CCRP) y otra del grupo con colestasis y
administracion de suero (CM-S), comprobandose la atrofia testicular que se
produce en las ratas del ultimo grupo.
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u/l

Figura 48. Imagen comparativa del tamafio testicular en una rata (a) del grupo de
colestasis con administracién de células madre prediferenciadas a hepatocitos (CCRP)
y en otra (b) del grupo de colestasis con administracién de suero salino (CM-S).

10. DETERMINACIONES SERICAS DE FUNCION HEPATO-BILIAR

En relacion a los valores de bilirrubina se observa que, todos los grupos
de ratas con colestasis microquirirgica presentan valores significativamente
mayores (p<0,001), tanto de bilirrubina total como de bilirrubina directa, cuando
se comparan con las ratas seudo-operadas. Respecto de las ratas con
colestasis que recibieron suero salino (CM-S), presentan valores de bilirrubina
total (BT) mayores, en tanto que los de bilirrubina directa (BD) son inferiores,
respecto al resto de los grupos de animales colestasicos, tanto aquellos con
células madre de rata no diferenciadas (CCRND), con células madre humanas
prediferenciadas a hepatocitos (CCHP) y con células madre de rata
prediferenciadas a hepatocitos (CCRP). Respecto del indice BD/BT, se produjo
un descenso estadisticamente significativo en el grupo que recibié suero salino
(CM-S) en relacion al resto de los grupos colestasicos, tanto los que recibieron
células madre prediferenciadas a hepatocitos, ya humanas (CCHP; p<0,01) o de
rata (CCRP; p<0,01), como aquellas que recibieron células madre no
diferenciadas de rata (CCRND) (p<0,001). (Tabla 14, ANEXO 2, Figura 49).
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Figura 49. Concentraciones séricas de Bilirrubina Total (BT; mg/dl) y Bilirrubina
Directa (BD; mg/dl), % de Bilirrubina Directa en relacién a Bilirrubina Total
(BD/BTx100), en las ratas de los diferentes grupos de estudio: SO: seudo-operadas;
CM-S: Colestasis con administracion de suero salino CCRND: Colestasis con
administracion de células madre adipociticas de rata no diferenciadas. CCHP: Colestasis
con administracion de células madre adipociticas humanas prediferenciadas a
hepatocitos CCRP: Colestasis con administracién de células madre adipociticas de rata
prediferenciadas a hepatocitos. MediatDE; 444p<0,001: Valor estadisticamente
significativo respecto de SO;**p<0.01;***p<0,001: Valor estadisticamente significativo
respecto de CM-S.

En el grupo de ratas con colestasis que recibieron suero salino (CM-S),
los valores de Aspartato-aminotransferasa (AST) son mayores (p<0,01)
respecto al grupo de ratas seudo-operadas (SO) y a los grupos en que se
administraron células madre, existiendo tan sélo en éstos Ultimos grupos
diferencias estadisticamente significativas (p<0,01) en comparacion con los
grupos de ratas colestasicas a las que se administraron células madre humanas

prediferenciadas a hepatocitos (CCHP).

Asi mismo, en el grupo de ratas seudo operadas (SO), los valores de
Alanin-aminotransferasa (ALT) son mayores respecto a los grupos en que se
administraron células madre, y al grupo que recibié suero (CM-S) existiendo
diferencias estadisticamente significativas en comparacién con los grupos de
ratas colestasicas a las que se administraron células madre, tanto de rata no
diferenciadas y prediferenciadas (CCRND y CCRP; p<0,01), como humanas
prediferenciadas (CCHP; p<0,01). Entre los grupos de ratas colestasicas, los
valores de Alanin-aminotransferasa (ALT) son mayores en el grupo de recibi6
suero salino (CM-S) en comparacién al resto de los grupos, existiendo
diferencias estadisticamente significativas (p<0,01) en comparacion al grupo de
ratas colestasicas a las que se administraron células madre humanas
prediferenciadas a hepatocitos (CCHP). (Tabla 15, Figura 50).
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En cuanto a las concentraciones séricas de Fosfatasa Alcalina (FA),
aumentan en las ratas con colestasis e inyeccion de células madre no
diferenciadas de rata (CCRND) en relacibn a los grupos de ratas
seudooperadas y ratas colestasicas, ya con suero salino (CM-S; p<0,05), con
administracion de células madre de rata prediferenciadas (CCRP; p<0,05), y de

células madre humanas prediferenciadas (CCHP; p<0,01).

Por el contrario, no se aprecian diferencias significativas en los valores de
Gamma-Glutamiltranspeptidasa (GGT) entre los grupos de ratas colestasicas
estudiados, pero si existen diferencias estadisticamente significativas entre el
grupo de ratas seudo operadas y los grupos colestasicos, tanto con suero salino
(CM-S; p<0,001), como tras la administracion de células madre de rata
prediferenciadas (CCRP; p<0,01), de células madre humanas prediferenciadas
(CCHP; p<0,01), y de células madre de rata no diferenciadas (CCRND;
p<0,001). (Tabla 15, ANEXO 1,figura 50).

ALT AST
100 400
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—1 CM-S —1CM-S
mmm CCHP = CCHP
== CCRND 300 s CCRND
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Figura 50. Concentracion sérica de AST (U/l), ALT (U/l), FA(U/l) Y GGT(U/l) en las
ratas de los diferentes grupos de estudio: SO: seudo-operadas; CM-S: Colestasis con
administracién de suero salino CCRND: Colestasis con administracién de células madre
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adipociticas de rata no diferenciadas CCHP: Colestasis con administracion de células
madre adipociticas humanas prediferenciadas a hepatocitos. CCRP: Colestasis con
administracion de células madre adipociticas de rata prediferenciadas a hepatocitos;
MediatDE;+#p<0,01;444p<0,001: Valor estadisticamente significativo respecto de
SO;**p<0.01;***p<0,001: Valor estadisticamente significativo respecto de CM-S; #p<0.5,
#%p<0.01: Valor estadisticamente significativo respecto de CCRND.

En relacion a las proteinas totales, todos los grupos de ratas con
colestasis microquirdrgica presentan valores menores cuando se comparan con
las ratas seudo-operadas, si bien, las ratas colestasicas con suero salino (CM-S)
presentan valores significativamente inferiores en relacién a las ratas seudo
operadas (SO; p<0,001), y al resto de los grupos de ratas con colestasis, tanto
con células madre de rata no diferenciadas (CCRND; p<0,05), como con células
madre humanas prediferenciadas (CCHP; p<0,01) vy, en particular, de rata
(CCRP; p<0,001) prediferenciadas a hepatocitos. De igual forma, los valores
de albumina son estadisticamente superiores (p<0,001) en las ratas seudo
operadas (SO) que en las ratas colestaticas. Entre las ratas con colestasis
microquirdrgica, en aquellas que solo recibieron suero (CM-S) se observan
también valores inferiores al resto de los grupos, existiendo diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) respecto a los grupos de ratas con
células madre humanas (CCHP) y de rata (CCRP) prediferenciadas a

hepatocitos (Tabla 16, figura 51).

Por el contrario, en relacion a la funcién renal, el grupo de animales con
colestasis y células madre humanas prediferenciadas a hepatocitos (CCHP)
presenta un valor estadisticamente mayor (p<0,05) de las concentraciones de
Urea en comparacion a los otros tres grupos de colestasis: con solucién salina
(CM-S), con células madre de rata no diferenciadas (CCRND) y con células
madre de rata prediferenciadas a hepatocitos (CCRP). Respecto de las
concentraciones séricas de Creatinina, son superiores también, en el grupo de
animales con colestasis y células madre humanas prediferenciadas a
hepatocitos (CCHP), respecto a los grupos de ratas seudo-operadas (SO) y
colestasicas, existiendo diferencias estadisticamente significativas con los
grupos a los que se inyectaron células madre de rata, tanto no diferenciadas
(CCRND:; p<0,01), como prediferenciadas a hepatocitos (CCRP; p<0,05) (Tabla
16, ANEXO 2, figura 51).
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Figura 51. Concentraciones séricas de Urea (mg/dl), Creatinina (Cr; mg/dl), Albimina (Alb;
g/dl) y Proteinas Totales (PT; g/dl) en las ratas de los diferentes grupos de estudio: SO:
seudo-operadas;. CM-S: Colestasis con administracion de suero salino CCRND: Colestasis con
administracion de células madre adipociticas de rata no diferenciadas CCHP: Colestasis con
administracion de células madre adipociticas humanas prediferenciadas a hepatocitos. CCRP:
Colestasis con administracién de células madre adipociticas de rata prediferenciadas a
hepatocitos; MediatDE;*p<0.05;**p<0.01;***p<0,001: Valor estadisticamente significativo
respecto de CM-S; #p<0.5, ##p<0.01: Valor estadisticamente significativo respecto de CCHP.

En relacion a los parametros bioquimicos de la coagulacion, se observa
gue el tiempo de protrombina (T.Prot), en relacion a las ratas seudo operadas
(S0), es inferior en las ratas colestasicas con suero salino (CM-S), mientras que
en los grupos con colestasis y células madre de rata, tanto no diferenciadas
(CCRND), como prediferenciadas a hepatocitos (CCRP), es superior. Por el
contrario, la actividad de Protrombina (Act Prot) es estadisticamente mayor
(p<0,05) en el grupo de ratas colestasicas con suero salino (CM-S) respecto de
las ratas seudooperadas (SO) y a los otros dos grupos con colestasis (CCRND y
CCRP). En relacion a las concentraciones séricas de Fibrinégeno, todos los
grupos de ratas con colestasis microquirdrgica presentan valores mayores

cuando se comparan con las ratas seudo-operadas, si bien, en las ratas
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colestasicas que recibieron tan solo solucién salina (CM-S) el incremento es
menos marcado en relaciéon a los otros dos grupos con colestasis a las que se
administraron tanto células madre de rata no diferenciadas (CCRND), como
prediferenciadas a hepatocitos (CCRP). Solo existieron diferencias significativas
(p<0,5) entre las ratas seudoperadas y el grupo de ratas colestasicas a las que

les administraron células madre adipociticas de rata no diferenciadas (CCRND).

Por el contrario, en el grupo CM-S hay un incremento significativo
(p<0,01) del valor del “International Normalized Ratio” (INR) respecto a las
ratas seudooperadas y a los otros dos grupos de ratas colestasicas con células
madre de rata, tanto no diferenciadas (CCRND; p<0,01) como en las
prediferenciadas a hepatocitos (CCRP; p<0,01). El tiempo de Cefalina (T Cefal)
y el Ratio de Tiempo de Cefalina (Rat T Cefal) son menores en el grupo CM-S
gque en las ratas seudo-operadas (p<0,001), que en los grupos colestasicos con
isotrasplante de células madre de rata, tanto no diferenciadas como
prediferenciadas de hepatocitos (CCRND y CCRP), existiendo diferencias
significativas (p<0,05) solo en el primer grupo (CCRND) (Tabla 17, ANEXO 2,
figura 52).
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Figura 52. Tiempo de Protrombina (TProt; seg), Actividad de Protrombina (ActProt;
%), Fibrinégeno (F; mg/dl), International Normalized Ratio (INR), Tiempo de
Cefalina (TCefal; seg) y Ratio de Tiempo de Cefalina (RatT), en los diferentes
grupos de estudio: SO: seudo-operada:.CM-S: Colestasis con administracion de suero
salino CCRND: Colestasis con administracion de células madre adipociticas de rata no
diferenciadas CCHP: Colestasis con administracion de células madre adipociticas
humanas prediferenciadas a hepatocitos. CCRP: Colestasis con administracion de
células madre adipociticas de rata prediferenciadas a hepatocitos. Media *
DE:#p<0.05;44p<0.01;444p<0.001:Valor estadisticamente significativo respecto de
S0O;*p<0.05;***p<0,001: Valor estadisticamente significativo respecto de CM-S

11. DETERMINACION DEL “Model for end-stage Liver Disease”
(MELD)

Al analizar el “Model for end-stage Liver Disease” (MELD) en los
grupos de ratas seudo-operadas (SO) y colestasicas, con células madre de rata
no diferenciadas (CCRND) y con células madre de rata prediferenciadas a
hepatocitos (CCRP), se ha demostrado la existencia de diferencias
estadisticamente significativas entre las ratas seudo-operadas y los grupos de
ratas con colestasis a las cuales se inyectaron células madre de rata, tanto no
diferenciadas (CCRND), como prediferenciadas a hepatocitos (CCRP), siendo
ésta Ultima diferencia estadisticamente menor (p<0,01) en relaciéon al grupo SO.
(Tabla 18, ANEXO 2, figura 53).
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MELD

16 ¢
’ mmm SO

mmm CCRND
mmm CCRP

Figura 53. Determinacion del “Model for end-stage Liver Disease” (MELD)_en los
diferentes grupos de estudio: SO: Seudooperadas CCRND: Colestasis con
administracion de células madre adipociticas de rata no diferenciadas. CCRP: Colestasis
con administracién de células madre adipociticas de rata prediferenciadas a hepatocitos.
Media+DE;**p<0,01: Valor estadisticamente significativo respecto de SO.

12. ESTUDIO HISTOPATOLOGICO HEPATICO

12.A. Estudio con microscopia de Inmunofluorescencia.

A las 8 semanas del p.o., mediante el microscopio de inmuno
fluorescencia se ha demostrado la persistencia de las células madre inyectadas
en los l6bulos hepéticos de las ratas con colestasis, tanto en los grupos a los
gue se administraron células madre humanas como en los que se administraron

células madre de rata (figura 54).
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Figura 54. Imagenes obtenidas mediante el microscopio de inmunofluorescencia
en las que se aprecia la presencia intrahepatica de células madre mesenquimales
adipociticas en ratas con colestasis microquirargica. a) CCRND (Colestasis con
administracion de células madre de rata no diferenciadas). b) CCRP (Colestasis con
administracion de células madre de rata prediferenciadas a hepatocitos.) ¢) CCHP
(Colestasis con administracion de células madre humanas prediferenciadas a
hepatocitos).

12.B. Estudio con microscopia 6ptica

Una vez examinadas todas las preparaciones de las muestras hepaticas
con tincion H&E (figura 55) en todos los grupos estudiados, se evaluaron las
siguientes variables histopatologicas: colestasis, ndédulos de regeneracion,
proliferacion ductal, binucleacion, infiltrado inflamatorio, necrosis, trombosis,
fibrosis, peliosis, dilatacion vena centrolubulillar, estructura, congestion y funcion,
dando una puntuacion a cada una de ellas (tablas 19,20,21 y 22, ANEXO 2)
(ver Material y Métodos).Tras asignar las puntuaciones correspondientes vy
proceder a clasificar a cada individuo en funcién de la puntuacion final obtenida,
se establecieron 4 grados: bueno (puntuaciones iguales o inferiores a 5),
intermedia-buena (puntuaciones entre 6 y 12), intermedia-mala (puntuaciones
entre 13 y 19) y mala (puntuaciones iguales o superiores a 20). A continuacion
se exponen las Tablas que resumen la puntuacion total, valorada en los I6bulos
hepaticos medio y caudado, en cada rata de todas las Series estudiadas (Tablas
23, 24, 25y 26).
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Figura 55. Imagenes hepaticas obtenidas mediante el microscopio 6ptico
correspondientes a ratas con colestasis microquirdrgica: a) CMS: Colestasis con
administracion de suero salino b) CCHP: Colestasis con administracion de células
madre humanas prediferenciadas a hepatocitos c¢) CCRND: Colestasis con
administracion de células madre indiferenciadas de rata d) CCRP: Colestasis con
administracion de células madre de rata prediferenciadas a hepatocitos
(Hematoxilina&Eosina; 10 X)

Tabla 23. Puntuaciones obtenidas al sumar la puntuacion de cada rata tras el estudio de
las a las siguientes variables histopatolégicas: colestasis, nodulos de regeneracion,
proliferacion ductal, binucleacién, infiltrado inflamatorio, necrosis, trombosis, fibrosis,
peliosis, dilatacion vena centrolubulillar, estructura, congestion y funcién, evaluadas en
los higados de ratas del grupo CMS (Colestasis microquirirgica con administracion de
suero salino).

RATA CHRR50 CHRR51 CHRR52 CHRR53 CHRR54
LOBULO LM LC LM LC LM LC LM LC LM LC
TOTAL 17 12 15 14 15 15 11 10 13 10
RATA CHRR55 CHRR64 CHR68 CHR69 CHR70
LOBULO LM LC LM LC LM LC LM LC LM LC
TOTAL 9 14 13 6 11 10 21 18 17 18
RATA CHR72 CHR74 CHR76 CHR78
LOBULO LM LC LM LC LM LC LM LC
TOTAL 23 23 22 20 20 20 21 20

Mejor puntuacién = 2; Buena<5; Intermedia-buena 5-12; Intermedia-mala 13-19;
Mala>20; Peor puntuacion = 39

Tabla 24. Puntuaciones obtenidas al sumar la puntuacion de cada rata tras el estudio de
las a las siguientes variables histopatolégicas: colestasis, nodulos de regeneracion,
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proliferacion ductal, binucleacién, infiltrado inflamatorio, necrosis, trombosis, fibrosis,
peliosis, dilatacién vena centrolubulillar, estructura, congestion y funcién, evaluadas en
los higados de ratas del grupo CCHP (Colestasis microquirdrgica con administracion de
células madre adipociticas humanas prediferenciadas a hepatocitos).

RATA CHR125 CHR130 CHR132 CHR134 CHR141
LOBULO LM LC LM LC LM LC LM LC LM LC
TOTAL 17 18 26 18 21 12 20 20 15 12
RATA CHR142 CHR144 CHR145 CHR148 CHR149
LOBULO LM LC LM LC LM LC LM LC LM LC
TOTAL 15 15 21 16 17 12 12 20 20 15
RATA CHR150 CHR152 CHR153 CHR154 CHR155
LOBULO LM LC LM LC LM LC LM LC LM LC
TOTAL 9 14 4 7-8 17 16 12 9-10 11 13

Mejor puntuacién = 2; Buena<5; Intermedia-buena 5-12; Intermedia-mala 13-19;
Mala>20; Peor puntuacién = 39

Tabla 25. Puntuaciones obtenidas al sumar la puntuacion de cada rata tras el estudio de
las a las siguientes variables histopatolédgicas: colestasis, nodulos de regeneracion,
proliferacion ductal, binucleacién, infiltrado inflamatorio, necrosis, trombosis, fibrosis,
peliosis, dilataciéon vena centrolubulillar, estructura, congestion y funcién, evaluadas en
los higados de ratas del grupo CRND (Colestasis microquirdrgica con administracion de
células madre adipociticas de rata no diferenciadas).

RATA

CHRR1 CHRR6 CHRR7 CHRRS CHRR9
LOBULO LM LC LM LC LM LC LM LC LM LC
TOTAL 15 12 16 12 15 11 17 13 21 13
RATA CHRR13 CHRR14 CHRR15 CHRR16 CHRR18
LOBULO LM LC LM LC LM LC LM LC LM LC
TOTAL 19 20 17 18 19 19 17 18 21 13
RATA CHRR19 CHRR20 CHRR25 CHRR26 CHRR31
LOBULO LM LC LM LC LM LC LM LC LM LC
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TOTAL 13 13 16 13 15 16 15 17 17 6
RATA CHRR32 CHRR56 CHRR57 CHRR58 CHRR60
LOBULO LM LC LM LC LM LC LM LC LM LC
TOTAL 6 13 12 10 9,5 9 12 14,5 15 14
RATA CHRR61 CHRR62 CHRR65 CHRR66 CHRR67
LOBULO LM LC LM LC LM LC LM LC LM LC
TOTAL 16 17 14 13 14 16 16,5 13 11 11,5

Mejor puntuacion = 2; Buena<5; Intermedia-buena 5-12; Intermedia-mala 13-19;
Mala>20; Peor puntuacion = 39

Tabla 26. Puntuaciones obtenidas al sumar la puntuacion de cada rata tras el estudio de
las a las siguientes variables histopatolégicas: colestasis, nodulos de regeneracion,
proliferacion ductal, binucleacién, infiltrado inflamatorio, necrosis, trombosis, fibrosis,
peliosis, dilatacién vena centrolubulillar, estructura, congestion y funcién, evaluadas en
los higados de ratas del grupo CRPD (Colestasis microquirlrgica con administracion de

células madre adipociticas de rata prediferenciadas a hepatocitos).

RATA CHRR39 CHRR41 CHRR43 CHRR46 CHRRA47
LOBULO LM LC LM LC LM LC LM LC LM LC
TOTAL 18 15 9 13 15 12 17 10 16 6

RATA CHRR48 CHRR49 CHRR68 CHRR69 CHRR70
LOBULO LM LC LM LC LM LC LM LC LM LC
TOTAL 14 13 14 12 18,5 16,5 16 17 17 18
RATA CHRR71 CHRR72 CHRR73 CHRR74 CHRR75
LOBULO LM LC LM LC LM LC LM LC LM LC
TOTAL 16,5 15 10,5 16,5 18 16 16,5 9,5 8,5
RATA CHRR76 CHRR77 CHRR78 CHRRS80 CHRRS81
LOBULO LM LC LM LC LM LC LM LC LM LC
TOTAL 18 13,5 17 15 13 15 9 8 20 20

Mejor puntuacién = 2; Buena<5; Intermedia-buena 5-12; Intermedia-mala 13-19;
Mala>20; Peor puntuacién = 39
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Una vez sumadas las puntuaciones correspondientes a las alteraciones
histopatologicas presentes en cada animal y, tras llevar a cabo una clasificacion
en funcion de la puntuacién obtenida, se valoré el porcentaje de animales que
dentro de cada grupo pertenecian a cada nivel de dicha clasificacion (Tablas
27; Figura 56) y a su vez se subdividié cada valor porcentual segun el I6bulo
hepatico estudiado (I6bulo medio y caudado) (Tabla 28; Figuras 57 y 58).
Finalmente, en funcién de los resultados obtenidos y del analisis estadistico
aplicado podemos concluir que:

1. Los grupos presentan diferencias estadisticamente significativas
(p=0.004), siendo las alteraciones histopatoldgicas correspondientes a la
colestasis, mas marcadas en el grupo de ratas a las que tan sélo se les
administro solucion salina (CM-S) respecto del resto de los grupos de ratas
colestésicas a las que se les administraron células madre (Tabla 27 ; Figura
56).

2. El resultado BUENO (practicamente inexistente en este estadio evolutivo
de las ratas con colestasis a largo plazo) se demuestra en algunas ratas del
grupo de colestasis con xenotrasplante de células madre humanas
prediferenciadas a hepatocitos (CCHP), no existiendo en los grupos
restantes. El resultado BUENO en éstas ratas es superior (p=0.004) al

esperado (3.3% respecto a un 0,7% esperado) (Tabla 27; Figura 56).

3. El resultado INTERMEDIO-BUENO no es més frecuente en los grupos
de ratas con colestasis en los que se administraron células madre que en el

grupo que tan sélo recibié suero (Tabla 27; Figura 56).

4. Donde se aprecian grandes diferencias es en los resultados mas
frecuentes; esto es, INTERMEDIO-MALO Y MALO, observandose que:

-En el grupo de ratas con colestasis y suero salino (CM-S) practicamente
1/3 de los resultados son INTERMEDIO-MALOS, destacando por tanto su
baja presencia (39,3% respecto a un 59,2% esperado; p=0.004). En otro
1/3 de las ratas de éste grupo, con colestasis y solucién salina, se ha
comprobado una alta presencia del resultado MALO (32.1% respecto a
un 13,6% esperado; p=0.004). Este grado mas grave de resultados
MALOS, ademés es més frecuente en éstas ratas que en el resto de los
grupos de colestasis y trasplante de células madre, sobre todo en el LM
hepatico (35%). (Tabla 27 y 28; Figura 56,57 y 58).
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- Sin embargo, en los grupos de colestasis e isotrasplante de células
madre de rata, tanto no diferenciadas (CCRND), como prediferenciadas a
hepatocitos (CCRP), destaca la elevada presencia del resultado
INTERMEDIO-MALO
59,2% esperado; p=0.004), siendo el resultado MALO practicamente

(72% y 69,2% respectivamente, respecto a un

inexistente (4% y 5,1% respectivamente, versus un 13,6% esperado;
p=0.004) (Tabla 27; Figura 56).

-En el grupo de ratas con colestasis y administracion de células madre
humanas prediferenciadas a hepatocitos (CCHP) el resultado MALO no
llega a ¥4 de los animales, (23%) siendo en el I6bulo caudado incluso de
un 13,3%. El resultado INTERMEDIO-MALO aparece en el doble de los
casos que el MALO (43,3%) en estos animales. (Tabla 27 y 28; Figura
56,57 y 58).

Tabla 27. Clasificacion en funcion de las puntuaciones asignadas a las diferentes
variables histopatoldgicas evaluadas en los higados de las ratas con colestasis
microquirdrgica: CM-S: Colestasis con administracion de suero salino. CCRND:
Colestasis con administracion de células madre adipociticas de rata no diferenciadas.
CCHP: Colestasis con administracion de células madre adipociticas humanas
prediferenciadas a hepatocitos. CCRP: Colestasis con administracién de células madre
adipociticas de rata prediferenciadas a hepatocitos.

COLESTASIS
CM-S CCRND CCHP CCRP
0 0 1 0
RESULTADO BUENO 0%) 0%) (3.3%) 0%)
RESULTADO 8 12 9 10
INTERMEDIO-BUENO (28,6%) (24%) (30,1%) (25,6%)
RESULTADO 11 36 13 27
INTERMEDIO-MALO (39,3%) (72%) (43,3%) (69,2%)
9 2 7 2
RESULTADO MALO (32.1%) (4%) (23.3%) (5,19%)

Test estadistico Chi-cuadrado (p=0.004)

Tabla 28. Clasificacion en funcion de las puntuaciones asignadas a las diferentes
variables histopatologicas evaluadas en los I|6bulos hepaticos medio (LM) y
caudado (LC) de ratas con colestasis microquirdrgica: CM-S: Colestasis con
administracion de suero salino. CCRND: Colestasis con administracion de células madre
adipociticas de rata no diferenciadas. CCHP: Colestasis con administracion de células
madre adipociticas humanas prediferenciadas a hepatocitos. CCRP: Colestasis con
administracién de células madre adipociticas de rata prediferenciadas a hepatocitos.
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COLESTASIS
CM-S CCRND CCHP CCRP

LM LC LM LC LM LC M | LC
RESULTADO 0 0 0 0 1 0 0 0
BUENO %) | ©%) | ©%) | %) | ©6%) | ©%) | ©0%) | (%)
RESULTADO
INTERMEDIO- - 2 - i 4 8 4 o
ey @1.4%) | (35.7%) | (20%) | (28%) | (26,8%) | (33,:3%) | (21%) | (30%)
RESULTADO 6 5 18 18 5 8 (71;'7 13
INTERMEDIO-MALO | (42.9%) | (35.7%) | (72%) | (12%) | (33.3%) | (533%) | ([3:" | (65%)

5 4 2 0 5 2 1 1
RESULTADOMALO | 55704) | (28.6%) | (8%) | (0%) | (33.3%) | (13.3%) | (5.3%) | (5%)

Test estadistico Chi-cuadrado (p=0.004)

CMS
EBUENO
29% DINTERM-BUENO
HINTERM-MALO
EMALO
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26%

EBUENO
OINTERM-BUENO
EINTERM-MALO

EMALO

Figura 56. Comparacion de resultados histopatolégicos evaluadas en los higados de
las ratas de los diferentes grupos de estudio CM-S: Colestasis con administracion
de suero salino CCRND: Colestasis con administracion de células madre humanas
adipociticas no diferenciadas de rata. CCHP: Colestasis con administracién de células
madre humanas adipociticas prediferenciadas a hepatocitos. CCRP: Colestasis con
administracién de células madre humanas adipociticas de rata prediferenciadas a

hepatocitos
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Figura 57. “Comparacion de los resultados histopatolégicos evaluados en el
[6bulo hepatico medio (LM) de ratas de los diferentes grupos de estudio: CM-S:
Colestasis con administracion de suero salino CCRND: Colestasis con administracion
de células madre humanas adipociticas no diferenciadas de rata. CCHP: Colestasis con
administracién de células madre humanas adipociticas prediferenciadas a hepatocitos.
CCRP: Colestasis con administracién de células madre humanas adipociticas de rata

prediferenciadas a hepatocitos
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CCRP.LOBULO CAUDADO
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Figura 58. Comparacién de los resultados histopatoldégicos evaluados en el
I6bulo hepatico caudado (LC) de ratas de los diferentes grupos de estudio: CM-S:
Colestasis con administracion de suero salino CCRND: Colestasis con administracion
de células madre humanas adipociticas no diferenciadas de rata. CCHP: Colestasis con
administracion de células madre humanas adipociticas prediferenciadas a hepatocitos.
CCRP: Colestasis con administracion de células madre humanas adipociticas de rata
prediferenciadas a hepatocitos

12.C. Estudio de la fibrosis hepética

Para estudiar la fibrosis hepatica, se realizaron dos tinciones de las
muestras del parénquima hepatico: Tricrémico de Mason (figura 59) y Rojo
Picrosirio (figura 60) en los l6bulos hepaticos medio y caudado de 9 individuos

de cada grupo experimental.

Con la tinciéon de Tricromico de Masson, todos los elementos acidéfilos
del tejido, como el citoplasma celular, el masculo y el colageno se unen a los
tintes acidos, por ello ésta tincibn permite visualizar muy bien las areas de
fibrosis. Con esto observamos en las fotografias de los cortes histolégicos las
zonas de parénquima en las que se ha depositado un aumento de la matriz
extracelular se tifien de color turquesa, en tanto que el citoplasma y los nucleos

celulares de los distintas células hepéticas no captan ésta tincion.



http://es.wikipedia.org/wiki/Tejido_(biolog%C3%ADa)
http://es.wikipedia.org/wiki/Citoplasma
http://es.wikipedia.org/wiki/M%C3%BAsculo
http://es.wikipedia.org/wiki/Col%C3%A1geno

RESULTADOS

Figura 59. Imagenes obtenidas mediante microscopia 6ptica con tincién de
Tricromico de Masson correspondiente a higados de ratas de los diferentes
grupos de estudio a) CMS: Colestasis con administracién de suero salino (40X) b)
CCHP: Colestasis con administracion de células madre adipociticas humanas
prediferenciadas a hepatocitos (10X) c¢) CCRND: Colestasis con administracion de
células madre adipociticas no diferenciadas de rata. (20X) d) CCRP: Colestasis con
administracion de células madre adipociticas de rata prediferenciadas a hepatocitos
(20X).

Cuando se utiliz6 la tincibn con Rojo Picrosirio (figura 60), (que tifie
especificamente las fibras de colageno en rojo, en tanto que los hepatocitos y
las células epiteliales biliares neoformadas aparecen de color blanco), las
microfotografias obtenidas se convirtieron a sistema binario (B/W; figura 61) y
fueron analizadas mediante un programa de analisis de imagen ¢ IMAGEJ,

cuantificando posteriormente las areas de fibrosis.
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Figura 60. Imagenes obtenidas mediante microscopia 6ptica con tincion de Rojo
Picrosirio correspondiente a higados de las ratas de los diferentes grupos de
estudio. El Rojo Picrosirio tifie especificamente las fibras de colageno en rojo, en
tanto que los hepatocitos y las células epiteliales biliares neoformadas aparecen
de color blanco. a) CMS: Colestasis con administracion de suero salino b) CCHP:
Colestasis con administracion de células madre humanas prediferenciadas a
hepatocitos c¢) CCRND: Colestasis con administracion de de células madre no
diferenciadas de rata. d) CCRP: Colestasis con administracion de células madre de rata
prediferenciadas a hepatocitos

Figura 61. Tincion hepatica con Rojo Picrosirio convertido en sistema binario en una rata
con colestasis y administracion de células madre indiferenciadas de rata:
Negro=hepatocitos; Verde= vasos; blanco= fibrosis + proliferacion biliar.

Se cuantificaron el area de fibrosis total y del porcentaje del area de
fibrosis respecto del area de parénquima hepético en los Iébulos medio vy
caudado (tabla 29 y 30) (figura 62 y 63) y las conclusiones obtenidas de éste
estudio fueron las siguientes:

1. En el grupo de ratas con colestasis que recibieron suero salino (CM-S) se
produce un incremento estadisticamente significativo en el porcentaje de
fibrosis respecto al resto de los grupos que recibieron células madre; tanto

humanas y prediferenciadas a hepatocitos (CCHP; p<0,001), como de rata,
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no diferenciadas (CCRND; p<0,001) y prediferenciadas a hepatocitos (CCRP;
p<0,001) (Tabla 29, Figura 62).

2.En el grupo de ratas a las que se administraron células madre, el
porcentaje de fibrosis es mayor (p<0,001) en el grupo en el que se
administraron células humanas (CCHP) respecto a los grupos en que se
administraron células de rata, tanto no diferenciadas (CCRND), como
prediferenciadas a hepatocitos (CCRP) (Tabla 29, Figura 62).

3.Entre los grupos en los que se administraron células de rata el porcentaje
de fibrosis es mayor en el grupo que recibié células madre no diferenciadas
(CCRND), respecto del grupo al que se administraron células madre
prediferenciadas a hepatocitos (CCRP), si bien ésta diferencia no fué

significativa (Tabla 29, Figura 62).

4.No se aprecian diferencias en el area de fibrosis entre lobulos (no hay
efecto I6bulo) en ninguno de los grupos de ratas colestasicas estudiadas. Por
lo tanto, el &rea de fibrosis es homogénea en todo el higado, no apreciandose
diferencias en funcién del I6bulo en el que se realice el estudio (Tabla 30,
Figura 63).

El porcentaje de fibrosis es significativamente inferior (p<0,001) en las
ratas seudooperadas (SO) que en las ratas colestasicas y, entre los grupos
colestasicos, el porcentaje de fibrosis es significativamente inferior (p<0,001) en
las ratas que recibieron células madre respecto de aquellas a las que se inyecto
s6lo suero salino. Asi mismo, dentro de los grupos que recibieron células madre,
el porcentaje de fibrosis es significativamente inferior (p<0,001) en los que se
realizd un isotrasplante de células de rata, tanto no diferenciadas (CCRND)

como prediferenciadas a hepatocitos (CCRP).

Tabla 29. Porcentaje del area de fibrosis hepatica tras tincion con Rojo Picrosirio
en los diferentes grupos de estudio: SO: seudo-operadas; CMS: Colestasis con
administracién de suero salino. CCRND: Colestasis con administracion de células madre
no diferenciadas de rata. CCHP: Colestasis con administracion de células madre
humanas prediferenciadas a hepatocitos CCRP: Colestasis con administracién de células
madre de rata prediferenciadas a hepatocitos
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PORCENTAJE DEL AREA DE
FIBROSIS HEPATICA
SO

(n=20) 1,46 + 0,44

CMS

(n=09) 31,62 £ 9,9844¢
CCRND 16,19 + 8,13e4¢*** ©°°
(n=9)

CCHP
(n=9) 22,09 + 10,65¢0¢***
CCRP 000
(n=9) 14,59 + 7,7 eee***

Media + DE; +4ep<0,001: Valor estadisticamente significativo respecto de SO;

***1<0,001: Valor estadisticamente significativo respecto de CM-S; °°°p<0,001: Valor
estadisticamente significativo respecto de CCHP

PORCENTAJE AREA DE FIBROSIS HEPATICA

50
L1224 mmm SO
40 - " — CMS
r *kk e mmm CCHP
[ mmmm CCRND
< 30 - mmm CCRP
S_/ L
a2 [
g 20 -
o [
“ 10l
0 I

Figura 62. Porcentaje del area de fibrosis hepética tras tincion con Rojo Picrosirio
en los diferentes grupos de estudio: SO: seudo-operadas; CMS: Colestasis con
administracion de suero salino. CCRND: Colestasis con administracion de células madre
no diferenciadas de rata. CCHP: Colestasis con administracion de células madre
humanas prediferenciadas a hepatocitos CCRP: Colestasis con administracion de células
madre de rata prediferenciadas a hepatocitos. Media = DE; 444p<0,001: Valor

estadisticamente significativo respecto de SO; ***p<0,001: Valor estadisticamente

significativo respecto de CM-S; °°°p<0,001: Valor estadisticamente significativo respecto

de CCHP.
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Si analizamos el porcentaje de fibrosis en los l6bulos hepéaticos medio
(LM) y caudado (LC) en cada grupo experimental, siempre es menor en el I6bulo
caudado (en el cual no se inyectaban células madre), excepto en el grupo de
animales con colestasis que recibieron células madre de rata no diferenciadas
(CCRND), aunque estas diferencias no son significativas. Por lo tanto, el area de
fibrosis es homogénea en todo el higado, no apreciando diferencias marcadas

en funcion del I6bulo en el que se realice el estudio (Tabla 30, Figura 63).

Igualmente, si comparamos el porcentaje de fibrosis hallado en los
I6bulos hepaticos medio (LM) y caudado (LC) entre los diferentes grupos,
observamos que tampoco se aprecian diferencias en funciéon del l6bulo
estudiado (Tabla 30, Figura 63).

Tabla 30. Porcentaje del area de fibrosis en los I6bulos hepéaticos medio (LM) y
caudado (LC) tras tincidon con Rojo Picrosirio en ratas de los diferentes grupos de
estudio. CMS: Colestasis con administracion de suero salino. CCRND: Colestasis con
administracion de células madre adipociticas no diferenciadas de rata. CCHP:
Colestasis con administracion de células madre adipociticas humanas prediferenciadas
a hepatocitos CCRP: Colestasis con administracién de células madre adipociticas de
rata prediferenciadas a hepatocitos.

PORCENTAJE DEL AREA DE FIBROSIS
LOBULAR HEPATICA
LM LC
CMS
(n=9) 30,01 + 10 33,17+9,8
CCLHP 20,92 + 11,43*** 23,22 + 9,82%**
(n=9)
CC_R ND 16,68 + 9,51*** 15,72 + 6,58*** °°°
(n=9)
ngRg) 13,77 + 7,75%** °°° 15,38 + 7,63*** °°°

Media + DE; ***p<0,001: Valor estadisticamente significativo respecto de CM-S;
©°°p<0,001: Valor estadisticamente significativo respecto de CCHP
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PORCENTAJE AREA FIBROSIS LOBULAR HEPATICA
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Figura 63. Porcentaje del area de fibrosis en los I6bulos hepaticos medio (LM) y
caudado (LC) tras tincién con Rojo Picrosirio en ratas de los diferentes grupos con
colestasis microquirirgica CMS: Colestasis con administracion de suero salino.
CCRND: Colestasis con administracion de células madre adipociticas no diferenciadas
de rata. CCHP: Colestasis con administracién de células madre adipociticas humanas
prediferenciadas a hepatocitos CCRP: Colestasis con administracion de células madre

adipociticas de rata prediferenciadas a hepatocitos. Media + DE; ***p<0,001: Valor

estadisticamente significativo respecto de CM-S; °e°

significativo respecto de CCHP

p<0,001: Valor estadisticamente

12.D. Estructura hepética, proliferacion biliar y estudio hepatocitario

Se estudiaron otras lesiones propias del modelo experimental obtenido
tras la reseccién microquirdrgica de la via biliar extrahepatica en la rata, como
son la proliferacion biliar y el estado de los hepatocitos en los I6bulos hepéticos

medio y caudado.

En el I6bulo caudado del grupo de ratas con colestasis y administracion
de solucion salina (CM-S; Chrr53 figura 64.a) se observa desestructuracion
hepatica, asociada a intensa proliferacion epitelial biliar y necrosis hepatocitaria.
Por el contrario, en el I6bulo caudado de las ratas con colestasis e isotrasplante
de células adipociticas de rata no diferenciadas (CCRND; chrr20; figura 64.b),
se observa una estructura hepatica practicamente normal, con fibrosis
moderada, grandes zonas de hepatocitos preservados y menor proliferacion
biliar, aunque se observan algunos hepatocitos en fase de necrosis con
retraccion eosindfila (figura 64.b).
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Figura 64. Imagenes obtenidas mediante microscopio 6ptico correspondientes al I6bulo
caudado hepatico de los grupos de ratas con colestasis microquirurgica: a)Con suero
(CM-S) donde se observa desestructuracion hepatica, asociada a intensa proliferacion
epitelial biliar y necrosis hepatocitaria (H&E, 40x).b) Con células madre adipociticas de
rata no diferenciadas (CCRND) donde se observa una estructura hepatica
practicamente normal, aunque algunos hepatocitos se encuentran en fase de necrosis
con retraccion eosindfila (flechas) (H&E, 40x)

En las imégenes de la figura 65, obtenidas mediante estudio con
microscopio Optico de cortes histologicos hepéticos de ratas correspondientes
a los grupos de colestasis microquirtrgica y administracion de células madre de
rata no diferenciadas (CCRND; chrr26 Im) (Figuras 65.1) y de colestasis y
administracion de células madre de rata prediferenciadas a hepatocitos (CCRP:
chrr43 Im), (Figura 65.2 ) se aprecia la heterogeneidad de la proliferacion biliar
y de las areas de hepatocitos preservados. Asi, se observan zonas donde
predominan los hepatocitos (a), como en las areas 3 del acino, y otras donde
hay predominio de los ductos biliares y de la fibrosis (b), como son las &areas

periportal (area 1) y area 2 del acino hepatico.
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Figura 65. Imagenes del parénquima hepético obtenidas mediante microscopio 6ptico
con tincion de Tricromico de Masson correspondientes a los grupos con colestasis
microquirurgica: a) Colestasis microquirdrgica con administracion de células madre
adipociticas de rata no diferenciadas: Fotografia 1 (40x) b) Colestasis microquirirgica
con administracién de células madre adipociticas de rata prediferenciadas a hepatocitos:
Fotografia 2 (40x), en las que se aprecia la heterogeneidad de la proliferacion biliar y
hepatocitaria

En las imégenes de la figura 66, obtenidas mediante la misma técnica y
correspondientes a los grupos de ratas con colestasis y administracion de
células madre de rata, ya no diferenciadas (CCRND; chrr20 Ic) (Figura 52.1) o
bien, prediferenciadas.a hepatocitos (CCRP; chrr46 Im) (Figura 66.2), se

comprueba la presencia de mitosis de células hepaticas.

Figura 66. Imagenes obtenidas mediante microscopio Optica con tincion de Tricrémico
de Masson correspondientes a los grupos de ratas con colestasis microquirurgica: a)
Colestasis microquirargica con administracion de de células madre adipociticas de rata
no diferenciadas Fotografia 1 (40x) b) Colestasis microquirtrgica con administracion de
células madre de rata adipociticas prediferenciadas a hepatocitos Fotografia 2 (40x). En
ambas se demuestra la presencia de multiples mitosis de hepatocitos (flechas).

Por ultimo, en el higado del grupo de ratas con colestasis y
administracion de suero (CM-S; figura 67.2) se demuestra, tanto en el I6bulo
medio, como en el lI6bulo caudado, un marcado predominio de la proliferacion
epitelial biliar respecto del area de hepatocitos, observandose muchos de ellos
con retraccion eosindfila, lo cual significa que estan necrosandose. Por el
contrario, en las ratas con colestasis a las que se les administraron células
madre adipociticas no diferenciadas de rata (CCRND; figura 67.3),
prediferenciadas a hepatocitos humanas (CCHP; figura 67.4), y
prediferenciadas de rata (CCRP; figura 67.5), los hallazgos histopatolégicos son
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heterogéneos, si bien en algunos animales predomina el &rea de hepatocitos
respecto de la proliferacion biliar, tanto en el I6bulo caudado, en el cual no se
trasplantan células madre, como en el I6bulo medio, uno de los tres l6bulos
hepéticos de la rata en los que se inyectan dichas células madre .

Figura 67. Imagenes obtenidas mediante microscopio optico correspondientes a cortes
histologicos del parénquima hepéatico de ratas del grupo con colestasis microquirirgica:
Seudoperada (SO): Fotografia 1(40X). Con administracion de suero (CM-S) en las que
se demuestra una marcada proliferacién biliar que se acompafia de una reduccion del
area de hepatocitos, muchos de ellos en fase de necrosis (retraccidon eosindfila):
Fotografia 2 (40X).Estas alteraciones histopatolégicas son mas intensas en el l6bulo
medio que en el l6bulo caudado Con administracion células madre adipociticas no
diferenciadas de rata (CCRND): Fotografia 3 (40X). Con administracion células madre
adipociticas humanas prediferenciadas a hepatocitos (CCHP): Fotografia 4 (10X) y con
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células madre adipociticas de rata prediferenciadas a hepatocitos (CCRP):Fotografia 5
(40X), en las que predomina el area de hepatocitos respecto de la proliferacién biliar,
tanto en el area 1y 2, como 3 del acino hepatico.

En funcién de los resultados obtenidos, se puede concluir que:

1. En el grupo de ratas con colestasis y terapia con células madre se
aprecian zonas en las que existe una estructura hepéatica conservada,
proliferacion de hepatocitos con mitosis y minima proliferacién biliar en

relacion a las ratas colestasicas que solo recibieron suero (figura 64).

2. Dentro de cada corte histologico de un mismo Iébulo se observo que
existen areas heterogéneas, ya que hay zonas donde los hepatocitos estan
preservados, e incluso existe mitosis hepatocitaria, y otras donde predomina
la proliferacion biliar (figura 65).

3. Se aprecia efecto lobulo, es decir la cantidad de hepatocitos y la
proliferacion biliar no es homogénea en todo el higado, aprecidndose

diferencias en funcion del I6bulo en el que se realice el estudio.

En resumen, después de analizar histopatoldégicamente las muestras
hepaticas obtenidas de los grupos de ratas con colestasis microquirdrgica y
administracion de suero (CM-S), con células de rata no diferenciadas (CCRND),
con células humanas prediferenciadas (CCHP) y con células de rata
prediferenciadas (CCRP), se puede concluir que en el grupo con administracion
de suero hay mas fibrosis que en aquellos grupos en los que se administraron
células madre, y dentro de estos, hay menos fibrosis en los grupos en los que se

administraron células de rata que en los que se administraron células humanas.
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DISCUSION

La administraciéon intrahepatica de células madre mesenquimales de
origen adipocitico, tanto obtenidas del tejido adiposo del ser humano, como de la
rata, a las dos semanas de evolucion post-operatoria, en un modelo
experimental microquirargico de colestasis extrahepética, donde los animales
son sacrificados tras ocho semanas de insuficiencia hepdética colestasica,
produce efectos beneficiosos, ya que revierte parcialmente las alteraciones
secundarias a la hipertension portal y a la insuficiencia hepatica, como son la
hepatomegalia, la ascitis, la circulacion colateral, el hipogonadismo, y la
disminucion de las concentraciones plasmaticas de parametros de insuficiencia

hepética asi como la fibrosis y la proliferacion biliar.

De esta manera, se pueden apreciar diferencias significativas en los
grupos donde se administraron células prediferenciadas humanas (CCHP), de
rata no diferenciadas (CCRND), y de rata prediferenciadas (CCRP) siendo estas
diferencias mas marcadas en los grupos que recibieron células de rata. De tal
forma se observa un enlentecimiento en la progresion de los datos histolégicos
propios de la colestasis, un descenso en el volumen de ascitis, asi como también
un descenso en la disminucion del peso corporal, en la relacion peso
hepatico/peso corporal, peso esplénico/peso corporal y un aumento en la
relacién peso testicular/peso corporal. En relacién a la circulacion colateral, en
contra a lo expuesto anteriormente, los cambios propios de la colestasis estan
plenamente establecidos en todos los grupos colestaticos. La progresion de la
vasculopatia mesentérica es similar en los grupos de células y en el control.
Ademds, podemos encontrar en los grupos de células un descenso no
significativo tanto en los parametros de colestasis como en los de funcion
hepatica. La supervivencia global es baja, sobre todo en el grupo colestatico con
administracion de células humanas prediferenciadas (CCHP), posiblemente en
relacion a la inmunosupresion farmacolodgica. Si analizamos esta disminucion de
la supervivencia por etapas, observamos que hay un descenso no significativo
en el grupo de células humanas por el aumento de la mortalidad intra operatoria
secundaria al rechazo agudo, en relacion al grupo que se administré suero
(CMS) y a los grupos con administracion de células de rata tanto
prediferenciadas como no diferenciadas. Al igual, en fases posteriores (a partir
de la primera semana post-administracion de suero salino o de células madre
hasta el sacrificio), se produce un descenso significativo de la supervivencia en
las ratas que recibieron células madre humanas (CCHP), respecto a los grupos

con administracion de solucion salina (CMS), o células de rata tanto
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indiferenciadas (CCRND) como prediferenciadas a hepatocitos (CCRP),

posiblemente en relacion a la inmunosupresion farmacolégica.

En el presente trabajo, se ha realizado un estudio comparativo del
tratamiento de la fibrosis biliar en la rata, segun se efectle un isotransplante o
bien xenotransplante de células madre mesenquimales derivadas de tejido

adiposo.

El modelo experimental utilizado ha sido la colestasis extrahepatica
microquirdrgica en la rata, que tras una evolucion de 8 semanas presenta
insuficiencia hepatica crénica con ictericia, hipertension portal, circulacion
colateral porto sistémica, encefalopatia hepatica y ascitis (Sanchez-Patan vy
cols., 2008; Aller y cols., 2008b; Aller y cols., 2010c; Garcia-Dominguez y cols.,
2010). La utilizacion de una técnica microquirtrgica para realizar la colestasis
extra hepética en la rata, mejora los resultados conseguidos en el modelo
experimental donde se utiliza la clasica técnica macroquirdrgica, consistente en
la seccion del colédoco entre las ligaduras. La microcirugia permite la diseccion
de la via biliar extra hepatica sin ocasionar lesién vascular arterial o portal en el
hilio hepéatico, asi como su posterior reseccidon sin lesionar el parénquima
hepatico (Diéguez y cols., 2002; Aller y cols., 2009b). Asi mismo, la inexistencia
de via biliar extrahepética impide la formacion de pseudoquistes biliares, que son
propios de las técnicas macroquirdrgicas y que son causantes de precoces y
graves complicaciones infecciosas, en particular abscesos hepatopulmonares y

sepsis (Diéguez y cols., 2002; Aller y cols., 2009b; Aller y cols., 2009c).

Las ratas con ictericia obstructiva microquirdrgica precisan en su
evolucién tratamiento con antibiéticos de amplio espectro que aminora el riesgo
de infeccién postoperatoria, y la administracion de vitamina K, ya que de lo
contrario, los animales fallecen con precocidad por hemorragias, por deficiencia
de factores de coagulacion vitamina K dependientes que produce la insuficiencia
hepatica progresiva (Aller y cols., 2009c).

En este modelo experimental microquirdrgico, se produce una respuesta
inflamatoria, tanto esplacnica como sistémica en la que estan implicados
factores, tanto pro inflamatorios como antiinflamatorios (Garcia-Dominguez y
cols., 2010), en particular, dentro de la respuesta inflamatoria esplacnica,
destaca la propia del parénquima hepatico, que se asemeja a la que acontece en
las heridas y que finaliza con produccién de fibrosis. En este sentido, se ha

propuesto que sucesivamente se instaura, en el higado un fendmeno de
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isquemia-reperfusion con estrés oxidativo, edema del espacio de Disse,
activacion de fibroblastos portales y células estrelladas hepaticas que se
transforman en miofibroblastos, estimulacion de células de Kupffer e infiltracion
intersticial leucocitaria y por UGltimo, intensa respuesta fibrogénica, si bien,
asociada a proliferacion canalicular biliar (Aller y cols., 2008b; Aller y cols.,
2010c ; Aller y cols., 2010f).

La colestasis extrahepéatica experimental causa alteracion de la
homeostasis del parénquima hepatico y, en consecuencia, se produce apoptosis
y necroptosis hepatocitaria, que contribuyen a la instauracion de fibrosis (Jiang y
cols., 2010). En particular la homeostasis hepética, se ha demostrado que
depende, entre otros factores, de la correcta regulaciéon de la autofagia. Este
proceso catabdlico celular es responsable de la degradacion de los distintos
componentes de la célula por los lisosomas (Mizushirna y cols., 2008). Mediante
la eliminacién autofagica de proteinas y mitocondrias andémalas, la célula es
capaz de regular el estrés oxidativo y el crecimiento, evitando la apoptosis. En el
caso de los hepatocitos, la autofagia también regula importantes fenbmenos
metabdlicos, como son la gluconeogénesis, la Beta-Oxidacion de los acidos
grasos y la (Czaja y cols., 2013). A su vez, la alteracién de la actividad
autofagica en las células estrelladas hepaticas contribuye a su activacion,
induciendo su diferenciacion a miofibroblastos. Se han propuesto dos
mecanismos que inducen principalmente la alteracion de la autofagia en las
células estrelladas hepaticas, como son el estrés oxidativo y el estrés del reticulo
endoplasmico, ambos vinculados a diferentes tipos de agresién hepatica,
incluyendo la colestasis (Hernandez-Gea y cols., 2013; Deretic y cols., 2013).
Por ultimo, también la deficitaria actividad autofagica de los macréfagos y en
particular, de las células de Kupffer, favoreceria la excesiva respuesta
inflamatoria profibrogénica hepatica. En este sentido, se reduciria su capacidad
antioxidativa y por tanto, antiinflamatoria, con incremento de la produccion y
liberacién de mediadores proinflamatorios, como la IL-1-alfa, IL-1-beta, IL-6 y
TGF-Beta, que a su vez, estimularian la diferenciacion y la actividad de linfocitos
Th 17 (De Castro y cols., 2012). Sin embargo, la autofagia, ademas de su
capacidad hepatoprotectora, también puede ejercer un efecto profibrogénico
cuando se activa en células con capacidad fibrogénica, lo que sugiere que existe
un sutil equilibrio regulador de los mecanismo autofagicos, para mantener la

homeostasis hepatica (Mallat y cols., 2014).
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En las ratas con colestasis extrahepética, diferentes factores producen
alteracion de la regulacion de la autofagia y por lo tanto, inducen apoptosis y
fibronogénesis (Ertor y cols., 2013; Mahmoud y cols., 2014). Entre ellos, destaca
la disminucion de la capacidad antioxidativa, que favorece el estrés oxidativo y
por tanto, la lesion hepatica (Chen y cols., 2013). En este sentido, el modelo
experimental de colestasis extrahepatica, se ha propuesto como adecuado para
estudiar los mecanismo patogénicos, que en los casos de atresia biliar producen
insuficiencia hepatica (Chen y cols., 2013; Wang Yy cols., 2014). Sin embargo, en
estos modelos experimentales también debe considerarse necesaria la
administracion de vitamina K1, para evitar graves hemorragias precoces en los
animales, que se ha sugerido que inhibe la activacién fibrogénica de las células

estrelladas hepéticas (Jiao y cols., 2014).

El estrés oxidativo, la activacion del sistema inmunolégico y la
transdiferenciacion mesenquimal celular, son los mecanismos mAas
frecuentemente descritos como profibrogénicos (Parola y cols., 2009; Liedtk C.,
2013; PU y cols., 2013; Novo Yy cols., 2014; Park y cols., 2014; Pellicoro y cols.,
2014; Cicchini y cols., 2015). La colestasis extrahepéatica incluye ademas, como
factores etiopatogénicos, la hipertensién intraductal y el estasis de sales biliares.
En particular, las sales biliares son potencialmente téxicas para las células
hepéaticas y a elevadas concentraciones dafian la integridad mitocondrial,
produciendo liberacién de citocromo y activacion de la apoptosis. Sin embargo, y
como ya ha sido mencionado, la apoptosis también puede ser iniciada en el
reticulo endoplasmico (Mallat y cols., 2014). Asi el acimulo de sales biliares
puede causar estrés del reticulo endoplasmico vy liberacién de calcio ibnico, con
la subsiguiente activacion de las cascadas apoptoxicas, tanto en hepatocitos
como en colangiocitos (Beuers y cols., 2010). Sin embargo, los mecanismos
productores de muerte hepatocitaria podrian ser multiples en este modelo
experimental de fibrosis biliar. En la actualidad, existe la evidencia de una
cooperacion entre los diversos mecanismos de muerte celular, lo que excluye
considerar la implicacion de un Gnico mecanismo en su produccion (Eguchi y
cols., 2014).

La eficacia del tratamiento con células madre mesenquimales
prediferenciadas a hepatocitos en las ratas con colestasis extrahepética, sugiere
que este tipo de trasplante celular es capaz de revertir parcialmente la respuesta
inflamatoria profibrogénica hepética y por tanto, reducir la intensidad de los

mecanismos patogénicos inherentes a la muerte celular hepatocitaria. Las
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células madre mesenquimales retienen el potencial para diferenciarse a
hepatocitos y asi, son capaces de modular la inflamacion hepatica, asociando
diferentes mecanismos, como son la produccién de factores solubles y mediante
contacto intercelular. Por lo tanto, el trasplante, por inyeccién
intraparenquimatosa hepética, a las ratas con colestasis extrahepatica, podria
crear un ambiente propicio para la regeneracion (Kadota y cols., 2014). Sin
embargo, su prediferenciacion a hepatocitos, podria favorecer esta funciéon
antiinfimatoria y proregenerativa. Las células mesenquimales derivadas del tejido
adiposo, se diferencia a hepatocitos, tras ser tratadas con factor de crecimiento
hepatocitario, dimetil sulféxido y oncostatin M (Seo y cols., 2005). Protocolos
posteriores de diferenciacion hepatogénica de estas células mesenquimales, han
permitido considerarlas como una terapia eficaz de la insuficiencia hepatica
(Teratani y cols., 2005; Banas y cols., 2007b). Los resultados del presente
trabajo, sugieren que a su vez, el Isotrasplante, al evitar la respuesta
inmunoldgica, favorece la recuperacién estructural y funcional del higado,
respecto al xenotrasplante y por tanto es de eleccién. Asi mismo, aunque las
células madre mesenquimales derivadas del tejido graso, tiene capacidad
regenerativa hepatica, (Ishikawo y cols., 2012; Francois y cols., 2013; Lanzoni y
cols., 2013) su prediferenciacion a hepatocitos demuestra que produce una
reversion significativa del grado de insuficiencia hepética y por lo tanto, de sus

complicaciones respecto de las que no han sido prediferenciadas.

La gran capacidad que poseen las células madre mesenquimales para
diferenciarse en hepatocitos, ofrece multiples posibilidades terapéuticas, tanto en
la insuficiencia hepéatica aguda como crénica (Lange y cols., 2005; Volarevic y
cols., 2014). En el ser humano, las células madres mesengimales pueden ser
obtenidas, no solo del tejido adiposo por lipoaspiracion, sino también, de la
médula 6sea, del cordon umbilical y del liquido amnidtico (Zheng y cols., 2008;
Banas y cols., 2009). Con independencia de su origen, estas células pueden ser
diferenciadas en células con caracteristicas similares a hepatocitos (Leey cols.,
2004). La capacidad que tienen estas células prediferenciadas a hepatocitos de
expresar funciones hepatocitarias, como son la sintesis de albumina, el
almacenamiento de glucégeno, la produccibn de urea, la captacion de
lipoproteinas de baja densidad y la actividad detoxificadora de citocromo P450,
(LingL y cols., 2008; Volarenic y cols 2014) explica el significativo resultado
terapéutico que hemos obtenido tras su administracion a las ratas con

insuficiencia hepatica cronica colestasica.
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Aungue la investigacion realizada sobre las funciones hepatocitarias de
las células mesenquimales, demuestra su capacidad terapéutica en la
insuficiencia hepatica, (Esmaeli y cols., 2014; Jang y cols., 2014; LU y cols.,
2014; Hang y cols., 2014) no se ha excluido la posibilidad de utilizar células
madre hepaticas para suplir los hepatocitos perdidos, en casos de lesion
hepatica aguda o crénica, asi como hepatocitos de higado fetal y células madre
embrionarias (Esrfoglu y cols., 2013; Lee y cols., 2014; Kamiga y cols., 2014). A
favor de las utilizacion de las células madre mesenquimales derivadas del tejido
adiposo, se arguye que pueden ser obtenidas en gran nimero por lipoaspiracion
y que su capacidad inmunomoduladora, de diferenciaciéon hepatocitaria y de
albergarse en ambientes de lesion celular, asi como de inductoras de
revascularizacion y regeneracion tisular, las hace enormemente atractivas para
el tratamiento de la insuficiencia hepatica, tanto aguda como crénica (Ochiya y
cols., 2010; Seo y cols., 2005; Esrefoglu y cols., 2013; Fiore y cols., 2014).

Recientemente, se ha demostrado que la fibrosis hepética secundaria a
colestasis extrahepatica, se produce principalmente, por la activacién de los
miofibroblastos portales. Estos miofibroblastos fibrogénicos, contribuyen a la
formacion del 70% de los miofibroblastos que se originan en el 5° dia de
evolucién, tras la ligadura y seccién del colédoco en el raton, (lwaisako y cols.,
2014). Los fibroblastos portales, normalmente rodean a la vena porta y
mantienen la integridad de los tractos portales y por esta razén, se han
denominado “fibroblastos periportales” (Dranoff y cols., 2010.). Tras colestasis
extrahepatica, los miofibroblastos portales expresan con mayor intensidad su
RNA de colageno tipo |, Alfa-actina de musculo liso (a-SMA) e Inhibidor de
metaloproteinasa tisular-1 (TIMP-1), asi como, receptor de IL-25. Por lo tanto la
IL-25 podria estimular a los miofibroblastos portales, que secretarian IL-13,
causando a su vez, la estimulacién posterior de células estrelladas hepaticas
(Iwaisako y cols., 2014).

La inyeccion intraparenquimatosa hepética de células madre
mesenquimales prediferenciadas a hepatocitos, es posible que causen inhibicion
tanto de la respuesta fibrogénica inicial , protagonizada por fibroblastos
periportales , como por la respuesta fibrogénica asociada posterior producida por
las células estrelladas hepéticas , ya que dicho tratamiento fue realizado a las 2
semanas de evolucién tras la realizacion de la colestasis extrahepatica. Ambos
tipos de células hepaticas fibrogénicas tienen su origen en el mesotelio. Durante

su desarrollo embrionario el mesotelio sufre una transicion epitelio-mesenquimal
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gue produce tanto fibroblastos periportales como células estrelladas hepaticas
(Enzan y cols., 1997; Hassan y cols., 2004). Sin embargo, mesotelina que se
expresa en células mesoteliales normales, tan solo es expresado por fibroblastos
portales activados, y por tanto se considera un marcador especifico de este tipo

de células fibrogenicas (lwaisako y cols., 2014).

Asi  mismo, el trasplante de células madre mesenquimales
prediferenciadas a hepatocitos, podrian desempeniar, tanto las funciones propias
de los hepatocitos en los higados de rata con fibrosis biliar, (Lee y cols., 2014)
como inducir la transicion mesénquimo-epitelial de las células estrelladas
hepaticas. Las células estrelladas hepaticas quiescentes, estan localizadas entre
las células endoteliales sinusoidales y los hepatocitos en el espacio de Disse,
gue tiene unas caracteristicas similares a los nichos de célula madre. Por
estimulacion, tras la produccion de colestasis, estas células estrelladas, podrian
transformarse en células con caracteristicas hepatocitarias tras el trasplante de
células madre mesenquimales. Este efecto paracrino de las células madre
mesenguimales prediferenciadas a hepatocitos, determinaria la diferenciaciéon de
las células estrelladas hepaticas en células mesenquimatosas hepaticas. En este
sentido, se ha demostrado que las células estrelladas hepaticas en cultivo,
pueden diferenciarse en células sintetizadoras de &cidos biliares y adquirir

funciones contribuidoras a la regeneracion hepéatica (Kordes y cols., 2014).

Se ha demostrado, que las células estrelladas hepaticas ejercen una
funcién primordial en el desarrollo embrionario del higado, asi como en su
homeostasis durante la vida adulta (Asahina, 2012). Durante el desarrollo
embrionario, las células estrelladas hepaticas secretan quimioquina SDF-1, en
tanto que las células endoteliales sinusoidales producen su receptor CXCR4. A
su vez, las células endoteliales producen PDGF-beta, en tanto que las células
estrelladas hepaticas producen su receptor. Asi mismo, las células estrelladas
hepaticas, mediante la produccion de SDF-1 son capaces de reclutar células
madre hematopoyéticas en el higado, mediante el eje SDF-lalfa/CXCR4 (Yin y
cols., 2013).

Las células estrelladas hepaticas también producen factores de
crecimiento, como Wnt, Factor de crecimiento fibroblastico (Fibroblastic growth
factor; FGF), Factor de crecimiento hepatocitario (Hepatocyte growth factor;
HGF) y &cido retinoico, que a su vez, regulan el crecimiento de las células

epiteliales hepaticas (Alatas y cols., 2011; Chen y cols., 2012; Yin y cols., 2013).
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Por lo tanto, estos factores pueden estimular la proliferacion de células
progenitoras del higado, asi como de hepatocitos o bien, actuar indirectamente a
través de las células endoteliales sinusoidales y las células inmunes, para

regenerar el higado (Friedman, 2008).

Entre los factores de crecimiento citados, destaca Wnt, ya que es una via
de sefializacion hepética implicada en la patogénesis de la fibrosis (Thompson y
cols., 2007). Esta via de sefializaciébn produce inhibicion de GSK 3 beta
(Glycogen syntethase Kinase 3 B), que a su vez inhibe la degradacion de Beta-
catenina y su traslocacion al nucleo, donde altera la expresion de genes Wnt. Sin
embargo Wnt posee una via de sefializacion independiente de Beta-catenina,
mediante la liberacién de calcio iodnico intracelular, que activa la protein-kinasa C
y calmodulina kinasa Il sensible al calcio, asi como la regulacién del crecimiento
y la diferenciacion celular mediante la activacion de GTP-asas que estimulan la
actuacion de quinasas, como rhoquiinasa y DNK (Miao y cols., 2013) . En
esencia, Wnt estd implicado en la fibrosis hepatica, ya que puede causar
activacion y proliferacion de las células estrelladas hepaticas, incluso tras su
modificacién por factores epigenéticos. Por lo tanto, es posible su maodificacién
para tratar la fibrosis hepatica. En este caso, la actividad paracrina de las células
madre mesenquimales prediferenciadas a hepatocitos, podria ejercer un efecto
antifibrinogénico en el modelo experimental de colestasis extrahepatica,
inhibiendo la via de sefalizacibn Wnt en las células estrelladas hepéaticas

activadas a miofibroblastos.

Las células estrelladas hepaticas también expresan receptores Notch y
genes que se estimulan por la via de la sefalizacion Notch, los cuales estan
implicados en la diferenciacion de las células biliares intrahepéticas (Zong y
cols., 2009). Se explicaria asi su protagonismo en la produccion de proliferacién
biliar en la colestasis extrahepética experimental. Ademas, las células
estrelladas hepaticas pueden ejercer su actividad fibrogénica regulando la
sintesis y destruccion de la matriz extracelular hepética. Asi, pueden influenciar
la diferenciacion de los hepatoblastos durante el desarrollo embrionario,
regulando los componente de la matriz extracelular, (Suzki y cols., 2003) o bien,
degradar la matriz extracelular mediante la produccion de metaloproteinasas,
liberando moléculas biolégicamente activas como, por ejemplo, citoquinas y
factores de crecimiento, que se acumulan en su interior (Pi y cols., 2008). Por lo
tanto, el isotrasplante de células madres mesenquimales intrahepético en la

fibrosis biliar, podria favorecer la regeneracibn hepética, entre otros
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mecanismos, inhibiendo las funciones profibrogénicas de la células estrelladas

hepaticas activadas a miofibroblastos.

El trasplante de células madre mesenquimales prediferenciadas a
hepatocitos en ratas con ictericia obstructiva, no solo reduce la fibrosis, sino que
también induce la expansion de la poblacion hepatocitaria, en tanto que podria
reducir la proliferacion ductular biliar. Este efecto terapéutico, podria ser atribuido
a la capacidad que poseen las células madre mesenquimales para revertir la
desdiferenciacion celular hepatica que induce la respuesta inflamatoria

secundaria a la colestasis extrahepatica (Aller y cols., 2012b).

En particular, la reaccion ductular que se produce en la colestasis
extrahepatica, se corresponde con los estadios finales de la metaplasia o
desdiferenciacion colangiocitaria de los hepatocitos descrita por Desmet,
(Desmet, 2011a) que induce la activacién de células progenitoras existentes en
el higado y/o de células progenitoras formadas de novo en el higado (Desmet,
2011b). Estas reacciones ductulares hepaticas, adoptan una configuraciéon en
“placa ductal”. Las places ductales son formas primitivas de conductos biliares
intrahepaticos, formados durante el desarrollo embrionario del higado y
consisten en una doble pared celular que delimita una hendidura (Van Eyken y
cols., 1988; Desmet 2011).

En la mayoria de las reacciones ductulares que se producen en el higado
colestasico, se constituyen, a manera de pequefias placas ductales, formadas
por un pequefio vaso sanguineo central, rodeado de una pequefia cantidad de
mesénguima y una doble capa de células epiteliales biliares, que delimitan una
hendidura luminal, casi virtual. Esta configuracibn se asemeja a las placas
ductales embrionarias con estructura bicapa epitelial en un estadio precoz de
remodelacién (Desmet, 2011a). Por esta razon, la denominada “metaplasia
colangiocitica” de los hepatocitos, podria representar una desdiferenciacion
hacia tipos celulares mas primitivos (Desmet y cols., 1995). Este concepto de
desdiferenciacion celular es ratificado por diversos trabajos publicados en la
literatura cientifica y ha sido atribuido, principalmente, a una respuesta a la
inflamacién (Aller y cols., 2013).

Existen diferentes tipos de reacciones ductulares, que a lo largo de la
evolucion de la colestasis extrahepética experimental, se podrian expresar
superponiéndose. Asi, la denominada reaccién ductular tipo I, es la que

predomina tras la obstruccion aguda y total de la via biliar. Este tipo de reaccion,
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tiene como resultado, la proliferacién de los colangiocitos preexistentes, con
elongacion, ramificacién y dilatacion de los conductos biliares (Desmet, 2011a).
A su vez, la reaccion ductular de tipo 2A, ha sido interpretada como una
“metaplasia ductular” de los hepatocitos y se asocia a un cambio de su polaridad
secretora. Este tipo de reaccion ductular, se aprecia en las areas periportales y
es propia de la colestasis cronica, asociandose a fibrosis. Se considera que las
reacciones ductulares de tipos 1 y 2 A, son reversibles cuando la causa de la

obstruccién biliar es eliminada (Desmet, 2011a).

Ya que la reaccién ductular de tipo 2 A, se produce en las ratas con
colestasis extrahepética microquirdrgica, (Aller y cols., 2008a) y revierte
parcialmente tras el isotrasplante de células madre mesenquimales, a pesar de
la persistencia de la causa original de la colestasis, cual es la obstruccién biliar,

se precisa evaluar los mecanismos que inducen su reversion.

La hipotética subdivision del higado, dependiendo del protagonismo
vascular arterial y portal, implicaria la existencia de un parénquima arterio-biliar,
por la dependencia tréfica de la via biliar con el flujo arterial hepatico (Aller y
cols., 2010c) vy un parénquima complementario porto-hepatocitario, por la
dependencia tréfica de la trabéculas hepaticas con el flujo portal (Starzl y cols.,
1973). La colestasis extrahepética, produce proliferacion biliar y fibrosis, que a su
vez reduce el flujo portal y menoscaba el funcionalismo hepatocitario. Sin
embargo, la respuesta inflamatoria secundaria a la colestasis obstructiva, podria
ejercer una accién ambivalente, segun incida en el higado arteriobiliar o en el
higado porto-hepatocitario. Asi, en el higado arteriobiliar la inflamacion causaria
un fendémeno de desdiferenciacion, lo que explicaria formacion de estructuras
semejantes a las placas ductales, propias del desarrollo embrionario hepatico
(Desmet, 2011a). A su vez, la respuesta inflamatoria porto-hepatocitaria,
induciria la desdiferenciacion metabdlica, con atrofia hepatocitaria. En este
supuesto, el trasplante de células madre mesenquimales prediferenciadas a
hepatocitos, facilitaria, por su actividad inmunomoduladora, la reposicion parcial
hepatocitaria, favoreceria el metabolismo hepético, mejorando la supervivencia
de los animales, el grado de necrosis y/o apoptosis de los hepatocitos, la
proteinemia y albuminemia y MELD, asi como, reduciendo la hipertesion portal y
la intensidad de la ascitis. La semejanza de las células trasplantadas con los
hepatocitos, permite su funcién metabdlica, si bien, deficitaria, (Esrefoglu, 2013)

aunque poseen una elevada capacidad proliferativa y por lo tanto, en los dias
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sucesivos a su trasplante proliferan y se especializan, recuperando

significativamente la funcién hepética (Zhang y cols., 2010).

Puesto que, el xenotrasplante de células madre mesenquimales
prediferenciadas a hepatocitos, no consigue los beneficiosos resultados del
isotrasplante en las ratas colestasicas, debe considerarse, que dicho déficit
funcional, podria ser atribuido a la agresion inmunolégica de las células
trasplantadas, a pesar del tratamiento inmunosupresor que les fue administrado
durante el periodo posoperatorio. La agresion inmunoldgica de las células es un
tema (Streckbein y cols., 2013), ya que algunos autores han obtenido buenos
resultados sin un significativo rechazo (Arinzeh y cols., 2003; Ben-David y cols.,
2011; Lin Ch S, Lin y cols., 2012; Tsuji y cols., 2014) mientras que otros
demuestran la existencia de una importante respuesta immune post trasplante.
(Grunnerns y cols., 2004; Poncelet y cols., 2007). Por esta razén, cuando hemos
realizado  xenotrasplante, administramos  Tacrolimus, un  macrolido
inmunosupresor para la profilaxis del rechazo. Su mecanismo de accién es
mediado por la inhibicién de la calcineurina que impide la producciéon de IL-2 y
por tanto reduce la proliferacion de linfocitos T. (Brazelton y cols., 1996). En la
actualidad los farmacos inhibidores de la Calcineurina constituyen el tratamiento
fundamental en los protocolos inmunosupresores en el trasplante hepético

(Ganschow y cols., 2014).

El isotrasplante de células madres mesenquimales prediferenciadas a
hepatocitos, no solo recupera la funcion metabdlica hepatocitaria, sino que
también reduce significativamente el grado de fibrosis en el higado con
colestasis extrahepatica cronica (Figura 48 y 49), ya que estas células madre
multipotentes tienen actividad antiinflamatoria (Glenn y cols., 2014). La
disminucion o reversibilidad de la fibrosis podria atribuirse a la disminucién de la
produccion de factores profibrogénicos por las células estrelladas hepéticas y el
epitelio biliar proliferante, como por el incremento de factores antifibrogénicos.
En este sentido, la disminucion de la intensidad de la respuesta inflamatoria
induciria también la diferenciacion de los miofibroblastos derivados de
fibroblastos portales y de células estrelladas hepaticas, adoptando un fenotipo
inerte (Pellicoro y cols., 2014; Jawaisako y cols., 2014). Sin embargo, se debe
excluir la posibilidad de que se produzca una transdiferenciacibon mesénquimo-
epitelial , ya que se ha demostrado que las células estrelladas hepaticas son
suficientemente multipotentes para producir hepatocitos, colangiocitos o células

ovales, por transicibn mesénquimo-epitelial , (Lua y cols., 2014). Por el contrario
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no se puede excluir la posibilidad de que uno de los efectos terapéuticos de las
células madre mesenquimales sea la produccion de hepatocitos a expensas de

los conductos biliares proliferantes o células ovales (Tarlow y cols., 2014).

Por lo tanto, los efectos beneficiosos del trasplante de células madres
mesenquimales en el higado de rata con fibrosis biliar, podria ser atribuido,
principalmente, a sus efectos inmunomoduladores e inmunosupresores, que
suprimirian o reducirian la inflamacion (Kyurkchiev y cols., 2014, Glenn J D y
cols., 2014). A su vez, tras su prediferenciacion a hepatocitos, se favoreceria su
utilizacién para conseguir la regeneracion hepatica (Wu y cols., 2012: Qin y cols,
2014).

Respecto a las alteraciones esplacnicas y sistémicas que se asocian a la
fibrosis biliar en la rata, destacan la hipertensién portal con circulaciéon colateral
portosistémica con vasculopatia venosa mesentérica, esplenomegalia, ictericia,
disfuncion renal, encefalopatia, hipogonadismo y ascitis. Estas alteraciones son
propias, tanto del modelo experimental de colestasis extrahepatica
microquirdrgico, como macroquirdrgico (Aller y cols., 2009b; Aller y cols., 2008b).
Los animales evolucionan con circulacion hiperdinamica esplacnica y sistémica
(Martinez-Prieto y cols., 2000; Atucha y cols., 2000; Li y cols., 2003; D'Aroico y
cols., 2012), disfuncion inmunoldgicacon traslocacién bactriana intestinal e
importante respuesta de fase aguda (Elgek y cols., 2012; Sipeki y cols., 2014;
Barut y cols., 2014), encefalopatia hepatica (Garcia-Moreno y cols., 2005;
Méndez y cols., 2008; Hosseini y cols., 2014), disfuncién hepatica y renal (Harry
y cols., 1999; Adebayo y cols., 2014) y ascitis (Salerno vy cols., 2010; Aller y
cols.,2010e).

Sin embargo, en este modelo experimental se consideran dos periodos
evolutivos con distintas caracteristicas. Durante el primer periodo evolutivo, los
animales desarrollan insuficiencia hepética cronica de evolucién progresiva hasta
las 6 semanas del posoperatorio. A partir de esta fecha, la aparicion de ascitis
indica la descompensacion de la insuficiencia hepatica cronica, instaurdndose un
fallo hepatico agudo sobre el crénico, con fallecimiento de los animales hacia la
9-10 semana de evolucion (Li y cols., 2003; Aller y cols., 2004a). Se considera,
gue a partir de la 62 semana de evolucion, las ratas con colestasis obstructiva
microquirurgica, inician una fase de franca descompensacion, asocidndose una
intensa respuesta de fase aguda, con incremento de las concentraciones séricas

de glicoproteina acida alfa-1 y tiostatina, edema mesentérico, principalmente
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peripancreético e incremento de citoquinas Thl y Th2 en intestino delgado y el
complejo ganglionar mesentérico.(Garcia-Dominguez, 2010). Esta asociacion de
citoquinas consideradas proinflamatorias y antiinflamatorias en el area
esplacnica (Aller vy cols., 2008b), sugiere la existencia de una modulacién

inmune con respuestas antagoénicas.

Se ha propuesto que en esta fase descompensada de la evolucion de la
insuficiencia hepatica crénica, se produciria un cambio metabdlico, con
instauracion de un metabolismo oxidativo que se fundamentaria en la reducida
produccion energética por glucolisis (Aller y cols., 2010b). Mediante este
mecanismo metabdlico defensivo se reducirian las necesidades energéticas del
organismo y por lo tanto, también la capacidad para expresar funciones
celulares sumamente especializadas, especialmente las funciones celulares
creadoras de barreras endoteliales, epiteliales y mesoteliales, que son las que

compartimentan eficazmente el organismo (Aller y cols., 2010b).

Quizéa por esta razon, una vez que se inicia la fase de descompensacién
en las ratas colestasicas, la progresiva reduccién de la actividad metabdlica,
causaria el aumento progresivo de la permeabilidad de las barreras epiteliales,
por ejemplo, gastrointestinal y urinaria y barreras endoteliales, por ejemplo, los
sistemas microcirculatorios sanguineo y linfatico esplacnicos y por ultimo, las
barreras mesoteliales, por ejemplo, el peritoneo. En suma, se originaria una
grave descompartimentalizacién, principalmente esplacnica, que produciria
fracaso funcional multiorganico. En este hipotético caso, se estableceria en el
territorio esplacnico, un eje inflamatorio en el que concurririan patologias
epiteliales, endoteliales y mesoteliales, caracterizadas por el aumento de la
permeabilidad, por lo que se instauraria una continuidad anémala entre el
espacio intersticial gastrointestinal, el sistema vascular linfatico mesentérico y la
cavidad peritoneal (Aller y cols., 2010e). En particular, el intersticio esplacnico,
los linfaticos mesentéricos y el mesotelio peritoneal, podrian crear una via
inflamatoria, que tendria gran relevancia fisiopatolégica cuando se produce fallo
hepéatico agudo sobre cronico, como sucede en las ratas con colestasis
extrahepatica a las 6 semanas de evolucion posoperatoria.

La instauracion de un brusco cambio metabdlico esplacnico en las ratas
colestasicas, como causa principal de la descompensacion de la insuficiencia
hepéatica cronica, podria permitir integrar los diferentes mecanismos

etiopatogénicos propuestos para explicar la aparicion de ascitis (Cazaniga y
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cols., 2009; Arroyo y cols., 2014; Zamora y cols., 2004; Kim y cols., 2013;
Moreau y cols., 2013; Asrani y cols., 2014). En este sentido, el estado
hipometabdlico que se produce durante este proceso inflamatorio agudo sobre
cronico, podria inducir una desdiferenciacion celular. Asi, las células
endoteliales, epiteliales y mesoteliales esplacnicas, al adoptar propiedades
similares a la que poseen las células madre, reducirian la expresién de genes
gue codifican moléculas de adhesion (Auraamides y cols., 2008), lo que a su
vez, facilitaria el aumento de la permeabilidad de las barreras que

respectivamente constituyen el individuo adulto.

En este supuesto, el isotrasplante de células mesenquimales
prediferenciadas a hepatocitos a las ratas con colestasis obstructiva
microquirdrgica, se alojaria en el higado lesionado y por su capacidad para la
diferenciacion, mejorarian la funcién hepatocelular y por tanto el metabolismo
(Ochiya y cols., 2010; Kim y cols., 2011). Estas células prediferenciadas a
hepatocitos, aunque no tienen las caracteristicas de los hepatocitos maduros,
pueden generar hepatocitos y por consiguiente, favorecerian la recuperacion
metabdlica de los animales. En este caso, impedirian o aminorarian la
desdiferenciacion celular impuesta por la inflamaciéon aguda sobre crénica y en

consecuencia, reducirian sus complicaciones, en particular, el grado de ascitis.

Las células madre derivadas de tejido adiposo poseen numerosas
funciones que les permiten alojarse en tejidos lesionados, como son, la
capacidad para la inmunomodulacion y la revascularizacion, pero, ademas,
ejercen actividad antiapoptética, de diferenciacion y regenerativa (Esrefoglu,
2013). Ademas, una vez trasplantadas en animales con insuficiencia hepatica,
residen en el higado lesionado y se diferencian a hepatocitos (Banas y cols.,
2009). En el presente trabajo el isotrasplante en ratas con fibrosis biliar, reduce
el grado de insuficiencia hepatica, fibrosis biliar y ascitis, aunque su eficacia es
menor que la propia de estas células cuando son prediferenciadas a hepatocitos.

Las células madre mesenquimales ejercen una  funcion
inmunomoduladora, por sus propiedades anti inflamatorias (Glenn y cols., 2014).
Se ha demostrado, que su accién inmunosupresora incluye, tanto la inmunidad
natural como la adquirida. Asi, las células madre mesenquimales antagonizan el
fenotipo proinflamatorio de los macrofagos tipo 1 (M1), en tanto, potencian el
fenotipo macrofagico tipo 2 (M2), productor de IL-10, (Kim y cols., 2009). Asi
mismo, producen prostaglandina E2 (PGE2), que suprime al TNF-alfay a la IL-6
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(Maggini y cols., 2010) y reduce el estrés oxidativo al aumentar la produccién de
glutation (Ayatollani y cols., 2014). Este conjunto de funciones, explicaria su
capacidad para revertir la fibrosis hepatica y por tanto, mejorar la funcién de los
higados, tanto tras la administracion de troacetamida como de tetracloruro de

carbono (Ayatollani y cols., 2014).

Asi mismo, las células madre mesenquimales inhiben la capacidad de las
células cebadas para degranular (Brown y cols., 2011), mediante la produccion
de PGE2. En particular, en la insuficiencia hepatica cronica, asi como en la
hipertension portal prehepética experimental, se ha sugerido que los mediadores
inflamatorios producidos por las células cebadas, podrian tener un destacado
protagonista en la produccién de la inflamacion esplacnica (Prieto y cols., 2005;
Aller y cols., 2007c). Las células cebadas participan, tanto en la respuesta
inmunitaria natural como en la adquirida y en las ratas con hipertension portal, la
infiltraciébn que producen, tanto en el intestino delgado como en los ganglios
linfaticos mesentéricos, sugiere dicha actividad dual en la inflamacién esplacnica
(Aller y cols., 2007c).

En los animales con colestasis extrahepatica microquirurgica, el higado
presenta aumento significativo de la densidad de las células cebadas. Estas
células se acumulan en los espacios porta y en los septos fibrosos, asociandose
pues, a la fibrosis y a la proliferacion ductular biliar (Aller y cols., 2008a). Las
células cebadas residen habitualmente, aunque en escaso numero, en los
tractos portales hepaticos, sin embargo, en las patologias hepaticas crénicas,
como son la cirrosis biliar primaria y la cirrosis alcohdlica, su nimero aumenta
invadiendo, no solo los espacios portales, sino también los sinusoides (Farrel y
cols., 1995). En estas enfermedades hepdéticas progresivas, el incremento del
numero de células cebadas se correlaciona con el grado de fibrosis hepatica. Por
lo tanto, se ha sugerido que las células cebadas y sus mediadores podrian estar
implicadas en la fibrogénesis hepatica (Francis y cols.,2010; Francis y cols.,
2010). En la colestasis extrahepatica experimental, también se ha demostrado,
gue las células cebadas se acumulan en los espacios portales, alrededor de los
conductos biliares proliferantes (Takeshita y cols., 2005). Sin embargo, las
células cebadas también pueden migrar a los ganglios linfaticos e inducir
tolerancia. Asi, se ha demostrado que el trasplante de 6rganos cursa con
migracién de células cebadas a los ganglios linfaticos, donde patrticipan en la
presentacién de antigenos a linfocitos T, asi como contribuyen a la induccién de
(Jahauyar y coals,, 2008; Bond y cols., 2015).
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Estos resultados contradictorios, se atribuyen a la gran capacidad que
poseen las células cebadas para modificar su fenotipo, en relacion con las
caracteristicas ambientales, el tipo de estimulo que reciben y el tejido u 6érgano
de procedencia. Asi mismo, es variable su proceso de sintesis, almacenamiento
y secrecion de mediadores (Moon y cols., 2014). Por lo tanto, no se puede
excluir que tras la inyeccion intrahepética de células madre mesenquimales, se
modifique su fenotipo en razén a las nuevas caracteristicas bioquimicas que
impone este trasplante celular. Incluso, las células cebadas pueden ejercer
funciones antiinflamatorias, por ejemplo, mediante la degradacion enzimatica de

citoquinas proinflamatorias y quimoquinas (Wernersson y cols., 2014).

Ya que el modelo experimental de colestasis extrahepatica
microquirdrgica cursa, a partir de la 6% semana de evolucion, con fracaso
hepatico agudo sobre cronico productor de ascitis, se puede considerar que
tanto el xenotrasplante de células madre mesenquimales prediferenciadas a
hepatocitos, como el isotrasplante de dicho tipo de células, es un tratamiento
eficaz de esta grave complicacion. Tanto el xenotrasplante como el isotrasplante,
favorecerian la reversion parcial de la insuficiencia hepatica aguda, por sus
acciones antiinflamatorias (Kyurkchiev y cols., 2014; Glenn y cols., 2014) como
promotora de regeneracion (Zhov y cols., 2014). Esta capacidad regeneradora
hepatica, también ha sido demostrada experimentalmente, utilizando células
madre mesenquimales derivadas de la médula ésea (Sato y cols., 2005; Cho y
cols., 2009; Sun y cols., 2013). Las células madre mesenquimales humanas
procedentes de la médula 6sea, han sido trasplantadas, tras su encapsulacion
para favorecer su proteccién inmunoldgica, a ratones cirréticos. Por este método
se consigue incrementar su eficacia antiinflamatoria y antifibrética. Mediante la
produccion de mediadores antiinflamatorios, las células madre mesenquimales
microencapsuladas, reducen la concentracion de RNA mensajero, de coldgeno
tipo 2 y aumentan la produccion de metaloproteinasa 9, asi como incrementan
los niveles plasmaticos de receptor soluble de IL-1 (IL-1Ra) humano (Meier y
cols., 2014).

La insuficiencia hepatica aguda sobre cronica, se ha propuesto que
induce una regresion metabdlica, con la adopcion de un fenotipo denominado de
isquemia-reperfusion, que se caracteriza por la produccion de hipoxia o disoxia,
hipometabolismo y edema intersticial (Aller y cols., 2007c; Aller y cols., 2010). El
organismo que sufre los efectos de este fenotipo, aumentaria el estrés oxidativo

y enzimatico, que favoreceria su hidratacion y salinizacién, con retencion de
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agua y sal, edema celular e intersticial, disminucion de la produccién de energia
al utilizar en exceso la glicolisis y desdiferenciacion celular con inhibicion de las
funciones especializadas, que comporta la disminucion en la produccion de
uniones intercelulares y por tanto, la descompartimentalizacion del organismo
(Aller y cols., 2010e).

Este supuesto mecanismo de supervivencia, ante la grave deficiencia
metabdlica impuesta por el fracaso hepatico agudo, causaria, a su vez, un
sindrome hepato-renal, con ascitis refractaria al tratamiento (Salerno y cols.,
2010; Adebayo y cols., 2014). En esencia, la insuficiencia metabdlica asociada a
este fenotipo de isquemia-revascularizacién, causaria un fendémeno de
desdiferenciacion, que favoreceria la supervivencia. En este grave proceso
defensivo, se considera que también podrian participar las células cebadas, ya
que poseen mediadores inflamatorios capaces de causar las alteraciones

hemodinamicas y metabdlicas asociadas a la ascitis (Allen y cols., 2007c).

Por esta razon, la reversion parcial de la ascitis en las ratas con
xenotrasplante e isotrasplante de células madre mesenquimales pre
diferenciadas a hepatocitos, reflejaria su efecto antiinflamatorio y favorecedor del
metabolismo esplacnico. La descompensacion de la insuficiencia hepética
colestasica, aumentaria la permeabilidad endotelial en el eje hepato-intestinal
con edema intersticial, incremento del drenaje linfatico vy disfuncion linfatica
esplacnica con linfangiectasia, que se asociaria a la produccion de ascitis (Wiig y
cols., 2012; Seo y cols., 2012). A su vez, el tratamiento con células madre
mesenquimales, al diferenciarse en hepatocitos favorecerian el metabolismo
hepatico, potenciarian la diferenciacion celular, reducirian la permeabilidad
endotelial, aminorarian el edema intersticial y el drenaje linfatico y en
conseciuencia, reducirian la produccion de liquido ascitico. Este efecto
terapéutico de las células madre mesenquimales prediferenciadas a hepatocitos
es superior en el caso de los isotrasplantes respecto a los xenotrasplantes, lo
gue sugiere que la agresion inmunoldgica del injerto reduce su eficacia. Por el
contrario, el isotrasplante, incluso utilizando células madre mesenquimales no
prediferenciadas a hepatocitos produce una reduccion mas significativa del
volumen de liquido ascitico que el xenotrasplante y por esta razon, se podria
considerar de eleccion en el tratamiento de la insuficiencia hepéatica aguda sobre

cronica.
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En conclusion, los resultados del presente trabajo experimental
demuestran que el tratamiento con células mesenquimales derivadas de tejido
adiposo, tanto prediferenciadas a hepatocitos como no prediferenciadas, revierte
significativamente las alteraciones que son propias de la insuficiencia hepatica
cronica descompensada o0 aguda sobre crénica en la rata con colestasis
extrahepatica microquirdrgica. Sin embargo, el mecanismo podria ser diferente
segun se utilicen células madre mesenquimales prediferenciadas a hepatocitos o
no prediferenciadas. En el primer caso, la intensa funcibn metabdlica y
regeneradora hepatocitaria, induciria la reversibilidad de la desdiferenciacion
inflamatoria. En esencia, el retorno de la capacidad para el metabolismo
fundamentado en la fosforilacién oxidativa y por tanto con elevada produccion
energética, propio de las células epiteliales especializadas, revertiria a fibrosis
hepética y la proliferacion biliar. A su vez, el trasplante de células madre
mesenquimales no prediferenciadas a hepatocitos ejercerian principalmente, una
actividad inmunosupresora, si bien, con posterioridad y mediante trans
diferenciacion a hepatocitos, poseerian un efecto regenerador hepético y
prometabdlico. Quizas por esta razén, su efecto terapéutico es menor respecto
del logrado por las células madre mesenquimales prediferenciadas a

hepatocitos.

La respuesta inflamatoria hepatica a la colestasis extrahepatica es
compleja y en ella participan multiples mecanismos como son el estrés oxidativo
(Czaja y cols., 2014), la hipoxia con actividad del factor inducible por hipoxia
(HIF)-1-alfa (Zhan y cols., 2015), la activacion de células de Kupffer (Marra y
cols., 2014), la infiltracion leucocitaria (Xu y cols., 2014), la activacion inicial de
fibroblastos portales (Clozeau-Girard y cols., 2006; Kissileva y cols., 2012; Wells
y cols., 2014) y més tarde de células estrelladas hepaticas (Freise y cols., 2004;
Iwaisako y cols., 2014; Marra y cols., 2014). El resultado final, es la fibrosis billiar
con intensa proliferacion ductular biliar (Aller y cols, 2008a). La mayor eficiencia
obtenida con el trasplante de células madre mesenquimales cuando se
prediferencian a hepatocitos, tanto en la reversibilidad de la patologia hepéatica,
como extrahepética, reflejarian la importancia que posee el metabolismo
hepatocitario, para mantener la diferenciacion celular de endotelios, epitelios y
mesotelios, que es fundamental, a su vez, para regular la homeostasis organica.
Respecto de su capacidad para revertir la patologia hepética, se debe destacar
la gran influencia que ejerce la recuperacion metabdlica en los distintos

mecanismos que se implican en la respuesta inflamatoria. Entre otros
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mecanismos, la actividad metabdlica hepatocitaria, crearia unas condiciones
medioambientales o epigenéticas, que inducirian un fenotipo quiescente (Xu y
cols., 2014) En esencia, la regulacion epigenética de los miofibroblastos,
silenciaria los genes profibrogénicos, facilitando la transcripcion de genes
antifibrogénicos, como son IKB-alfa y PPAR-gamma (Yang y cols., 2012). Las
modificaciones post-translocacionales de las histonas nucleosémicas, pueden
ser reguladas por metilacion, acetilacion y fosforilacion, lo que permite el cambio
en la expresion genética sin alteracion de la estructura cromosémica (Henikoff y
cols., 2008). Por este mecanismo, se ha propuesto que las alteraciones
ambientales, pueden regular la respuesta proinflamatoria y profibrogénica
hepatica (Tsukamoto y cols.,, 2012), y por tanto, este efecto puede ser

extrapolable a las alteraciones extrahepaticas propias de la ictericia obstructiva.

Por ultimo, estos resultados de la investigacion experimental, referentes a
la ictericia obstructiva, podrian ser trasladados a la clinica humana. En particular,
el modelo experimental de colestasis extrahepéatica microquirtrgica, podria ser
utilizado para el estudio de los mecanismos patogénicos que causan la atresia
biliar, asi como, para su tratamiento potencial, mediante trasplante de células

madre mesenquimales (Deng y cols., 2011).

En conclusién, aunque los resultados terapéuticos de las células madre
mesenguimales, tanto obtenidas del tejido adiposo del ser humano, como de la
rata, en la insuficiencia hepatica crénica colestasica en la rata sugieren su efecto
beneficioso, tanto esplacnico como sistémico, se desconocen sus mecanismos
intimos de accién, los cuales deben ser dilucidados antes de proceder a
utilizacion en la clinica humana. El modelo experimental de fibrosis colestasica
en la rata ha permitido demostrar que su patologia multifactorial puede ser
tratada mediante trasplante de células madre mesenquimales y, por esta razon,
se podria sugerir también su utilizacion para investigar los complejos
mecanismos fisiopatoldgicos inherentes tanto a la hipertension portal como a la

insuficiencia hepatica cronica.
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CONCLUSIONES

1. La colestasis extrahepatica microquirdrgica en la rata permite obtener un

modelo experimental de insuficiencia hepética aguda sobre crénica.

2. El trasplante de células madre mesenquimales produce la reversion parcial de
la patologia hepética y extra hepética propia de la insuficiencia hepética crénica

descompensada.

3. El xenotrasplante de células madre mesenquimales derivadas de tejido
adiposo disminuye las complicaciones propias de la colestasis obstructiva

cronica en la rata.

4. El isotrasplante de células madre mesinquimales derivadas de tejido adiposo y
prediferenciadas a hepatocitos es mas eficaz que el xenotrasplante para reducir
las complicaciones hepaticas y extrahepaticas secundarias a la colestasis

microquirdrgica extrahepética en la rata
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TERAPIA CON CELULAS MADRE DE ORIGEN MESENQUIMAL EN UN MODELO
EXPERIMENTAL DE INSUFICIENCIA HEPATICA
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Resumen

Objetivos: Desarrollar un estudio experimental obteniendo un modelo de insuficiencia hepatica
mediante la realizacién colestasis extrahepatica microquirirgica en ratas, aplicando posteriormente
una terapia mediante la administracion intraparenquimatosa de células madre mesenquimales de
origen adipocitico humano.

Métodos: Se realizé la colestasis miscroquirirgica en 76 ratas Wistar, que se dividieron en 5
grupos: 1 grupo control (n = 6) que se sacrificaba a las 2 semanas de post-operatorio (C-2s); 2
grupos a los que se administraba de forma intraparnquimatosa bien suero salino (CS-5s; n = 12) o
células madre mesenquimales (CCM-5s; n = 15) a las 2 semanas de post- operatorio y se
sacrificaban a las 5 semanas de evolucién y, por ultimo, otros 2 grupos constituidos por ratas a las
que se administraban suero salino (CS-8s; n = 15) o células madre mesenquimales (CCM-8s; n = 28)
a las 2 semanas del post-operatorio y se sacrificaban a las 8 semanas de evolucién. En todos los
animales se realizaba necropsia en el momento del sacrificio, junto con estudio serolégico e
histopatolégico de muestras hepaticas. Se realizé examen con microscopio de fluorescencia para
detectar células madre previamente marcadas.

Resultados: La supervivencia fue del 100% en el grupo C-2s, 91,7% en CS-5s, 73,3% en CCM-5s,
46,6% en el grupo CS-8s y del 39,2% en CCM-8s. En relacién a la ascitis, los grupos CS-8s y CCM-8s
presentaron un incremento significativo de ascitis (p < 0,05) respecto del resto de grupos. No se
apreciaron diferencias significativas entre grupos en relacién a la presencia de circulacién colateral
y vasculopatia venosa mesentérica. Hubo un incremento significativo del peso corporal en los grupos
CS-8s y CCM-8s respecto a los grupos C-2s (p < 0,01) y CCM-5s (p < 0,05). En cuanto a la relacién
peso hepatico/peso corporal, hubo un aumento significativo en el grupo CS-8s respecto al resto de
los grupos estudiados (p < 0,001). El grupo C-2s presenté un descenso significativo de la relacién
peso esplénico/peso corporal respecto del resto de grupos (p < 0,05). En el grupo de ratas CS-8s
hubo un descenso significativo (p < 0,05) de la relacién peso testicular/peso corporal respecto al
grupo C-2s. Se aprecié una mejoria no significativa en las concentraciones séricas de bilirrubina,
gamma-glutamiltranspeptidas, proteinas totales y albimina en el grupo CCM-8s respecto a CS-8s.
Con el microscopio de inmunofluorescencia se demostré la presencia de células madre en los grupos
CCM-5s y CCM-8s. En relacion a la histologia hepatica, se ha demostrado un incremento
significativo en el drea del porcentaje de fibrosis (p < 0,05) y proliferacién biliar (p < 0,05), asi como
un descenso significativo (p < 0,01) en el area de hepatocitos en el grupo de ratas CS-8s respecto de

los grupos CS-5s y CCM-5s.
Conclusiones: El tratamiento con células madre de origen mesenquimal adipocitico y

prediferenciadas in vitro a hepatocitos podria ser de utilidad para reducir las complicaciones
secundarias a las hepatopatias cronicas de origen biliar en el ser humano.
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ANEXO Il; TABLAS:

Tabla 6. Volumen de liquido ascitico.CM-S: Colestasis con administracion de suero
salino. CCRND: Colestasis con administracion de células madre adipociticas de rata no
diferenciadas. CCHP: Colestasis con administracion de células madre adipociticas
humanas prediferenciadas a hepatocitos. CCRP: Colestasis con administracion de
células madre adipociticas de rata prediferenciadas a hepatocitos

GRUPO ASCITIS
(ml)
| 4,26
CM-S +
(n=20) 3,5
I 2,44
(CCRND) %
(n=47) 1,91
1 2,53
(CCHP) +
(n=38) 1,88
v 2,2
CCRP +
(n=30) 2,46
Mediax DE

Tabla 7. Circulacion colateral portosistémica en ratas con colestasis
microquirargica: Areasparaesofagica (CPE), esplenorrenal (CER), y pararrectal (CPR).
SO: Seudo-operadas.CM-S:Colestasis con administracion de suero salino. CCRND:
Colestasis con administracién de células madre adipociticas de rata no diferenciadas.
CCHP: Colestasis con administracion de células madre adipociticas humanas
prediferenciadas a hepatocitos. CCRP: Colestasis con administracion de células madre
adipociticas de rata prediferenciadas a hepatocitos

CPE CER CPR
GRUPO

n % n % n %

|
CM-S 20 | 100 | 20 | 100 | 20 | 100

(n=20)

Il
(CCRND) 47 100 47 100 47 100

(n=47)

[
(CCHP) 38 100 38 100 38 100

(n=38)

IV
(CCRP) | 30 | 1200 | 30 | 100 | 30 | 100

(n=30)
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Tabla 8. Vasculopatia venosa mesentérica: grado 0 (ausente), grado | (secundaria al
clampaje transitorio de la vena mesentérica superior) y grado Il (espontanea).CM-
S:Colestasiscon administracion de suero salino. CCRND: Colestasis con administracion
de células madre adipociticas de rata no diferenciadas.CCHP: Colestasis con
administracion de células madre adipociticas humanas prediferenciadas a hepatocitos.
CCRP: Colestasis con administracion de células madre  adipociticas de rata
prediferenciadas a hepatocitos.

GRADO 0 GRADO | GRADO Il
GRUPO
n % n % n %
CM-S
0 0 20 100 0 0
(n=20)
CCRND
0 0 47 100 0 0
(n=47)
CCHP
0 0 38 100 0 0
(n=38)
CCRP
0 0 30 100 0 0
(n=30)

Tabla 9. Peso corporal inicial (PCI;g), peso corporal final (PCF;g), e incremento de
peso corporal (4 peso; g) en las ratas de los grupos de estudio.SO: Seudo-operadas.
CM-S: Colestasis con administracion de suero salino. CCRND: Colestasis con
administracion de células madre adipociticas de rata no diferenciadas. CCHP: Colestasis
con administracion de células madre adipociticas humanas prediferenciadas a
hepatocitos. CCRP: Colestasis con administracion de células madre adipociticas de rata
prediferenciadas a hepatocitos

PCI PCF APC
GRUPO
@ @ @
Cc 292,13 360 86000; **
SO + + +
(n=20) 33,3 10 23
I 287,9 315,25 32,39%°
CM-S + + +
(n=20) 41,57 44,39 26,17
I 269,17 322,08 53,04
CCRND * * +
(n=47) 50,23 48,39 22,22
Ml 326,474% | 281,870 -37,8
CCHP t + t
(n=38) 70,37 42 22,73
v 311,87# 365,6 56,05
CCRP t t e
(n=30) 26,58 35,39 35,98
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Media + DE**p<0.01: Valor estadisticamente significativo respecto de CM-S; #p<0.05;
&% p<0,01: Valor estadisticamente significativo respecto de CCRND; p<0.05;

eep<0.01: Valor estadisticamente significativo respecto de CCRP;%°p<0.01;°°°p<0.001:
Valor estadisticamente significativo respecto de CCHP.

Tabla 10. Peso hepético (PH;g), Relacion peso hepético / peso corporal x 100
(PH/PC; %)S0O: Seudo-operadas CM-S: Colestasis con administracién de suero salino.
CCRND: Colestasis con administracion de células madre adipociticas de rata no
diferenciadas. CCHP: Colestasis con administracion de células madre adipociticas
humanas prediferenciadas a hepatocitos. CCRP: Colestasis con administracion de
células madre adipociticas de rata prediferenciadas a hepatocitos.

PH PH/PC
GRUPO
(9) x100
SO 10,58+ 3,02%**
+ +
(n=20) 0.22 0,10
| 23444 7,39¢4¢
CM-S + B
(n=20) 3,09 1,18
I 18,0744 5,674
(CCRND) - +
(n=47) 4,99 1,56
1l 17,03¢* 6,1404¢
(CCHP) + +
(n=38) 41 1,78
1 19,2806 | 5274s*
CCRP - +
(n=30) 4,99 1,25

Media + DE:#p<0.05;44p<0.01;444p<0.001:Valor estadisticamente significativo respecto
de SO;
*p<0.05; ***p<0,001: Valor estadisticamente significativo respecto de CM-S.

Tabla 12. Peso esplénico (PE;g) y Relacién peso esplénico / peso corporal x 100
(PE/PC; %) en las ratas de los diferentes grupos de estudio: SO: Seudo-operadas
CM-S: Colestasis con administracion de suero salino. CCRND: Colestasis con
administracion de células madre adipociticas de rata no diferenciadas. CCHP: Colestasis
con administracion de células madre adipociticas humanas prediferenciadas a
hepatocitos. CCRP: Colestasis con administracion de células madre adipociticas de rata
prediferenciadas a hepatocitos.
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GRUPO PE PE/PC
(%)
C 0,58 0,15
SO + +
(n=20) 0,01 0,005
| 1,7000¢ 0,554¢¢
CM-S + £
(n=20) 0,29 0,11
Il 1,44 000 0,45¢¢¢
(CCRND) + +
(n=47) 0,23 0,09
I 1,28*¢4¢ | 0,4644¢
(CCHP) + +
(n=38) 0,58 0,22
v 1,35¢0¢ 0,37%¢¢
CCRP + +
(n=30) 0,3 0,08

Media £ DE; #¢p<0.01; +¢4p<0.001: Valor estadisticamente significativo respecto de SO;
*p<0.05; Valor estadisticamente significativo respecto de CM-S.

Tabla 13. Peso testicular bilateral (PT;g) y Relacion peso testicular / peso corporal
x 100 (PT/PC; %) en las ratas de los diferentes grupos de estudio: SO: Seudo-
operadas CM-S:Colestasis con administracion de suero salino. CCRND: Colestasis con
administracion de células madre adipociticas de rata no diferenciadas. CCHP: Colestasis
con administracion de células madre humanas adipociticasprediferenciadas a
hepatocitos. CCRP: Colestasis con administracion de células madre adipociticas de rata
prediferenciadas a hepatocitos

PT/PC
GRUPO PT
(%)
C 2,83 0,78
SO + +
(n=20) 0,04 0,02
| 1,64 0,52
CM-S + +
(n=20) 0,74 0,27
Il 2,31 0,72
(CCRND) + +
(n=47) 0,7 0,21
1l 1,654 0,6
(CCHP) + +
(n=38) 0,2 0,37
1 3,24+ 0.89%
CCRP + +
(n=30) 0,58 0,13
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Media + DE; p<0.05: Valor estadisticamente significativo respecto de SO;
*p<0.05;***p<0.001: Valor estadisticamente significativo respecto de CM-S.

Tabla 14. Concentraciones séricas de Bilirrubina Total (BT; mg/dl) y Bilirrubina
Directa (BD; mg/dl), relacion Bilirrubina Directa respecto a Bilirrubina Total (
BD/BTx100), AST (U/L), ALT (U/L), FA(U/L) y GGT ((U/L) en ratas con colestasis
microquirargica.SO: seudo-operadas; CM-S:Colestasis con administracion de suero
salino CCRND: Colestasis con administracion de células madre adipociticas de rata no
diferenciadas.CCHP: Colestasis con administracion de células madre adipociticas
humanas prediferenciadas a hepatocitos CCRP: Colestasis con administracion de
células madre adipociticas de rata prediferenciadas a hepatocitos.

BT BD
GRUPO BD/BT
(mg/dl) (mg/dl) x100
0,09 0,01
oo + + -
(n=20) 0,05 0,01
8,5744¢ 3,8744¢ 45,84
CM-S + X +
(n=20) 3,15 1.68 15,55
8,25¢44 4,9604¢ 60,56%**
CCRND + + +
(n=47) 2,19 1,24 5,45
8,19¢4¢ 4,69¢44 56,95**
CCHP + + +
(n=38) 1,44 1,18 8,13
7,9304¢ 478004 58,03**
CCRP N N 5
(n=30) 1,88 1,03 4,85

MediazDE; +44p<0,001: Valor estadisticamente significativo respecto de SO;
;**p<0.01;***p<0,001: Valor estadisticamente significativo respecto de CM-S.

Tabla 15. Concentraciones séricas de AST (U/L), ALT (U/L), FA(U/L) y GGT ((U/L) en
las ratas de los diferentes grupos de estudio: SO: seudo-operadas; CM-S:
Colestasis con administracion de suero salino CCRND: Colestasis con administracién de
células madre adipociticas de rata no diferenciadas.CCHP: Colestasis con
administracion de células madre adipociticas humanas prediferenciadas a hepatocitos
CCRP: Colestasis con administracion de células madre adipociticas de rata
prediferenciadas a hepatocitos.
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AST ALT FA GGT
GRUPO
(UIL) (UIL) (UIL) (UIL)
so 14?16** 53;,5 112,34 1
(n=20) =~ = = -
77.31 29.77 34.12 0
40,25 37,374 | 38,91ee¢
CM.S 252+,33 ; ; 0
(n=20) 96,67 12,77 31,73 23,46
209,82 34,35¢¢ | 182,04 | 42,3844¢
CCRND - + + +
(n=47) 67,28 7,42 170,67 21,68
154,66** | 26**ees | 257944 | 3391¢¢
(n=38) 45,91 8,22 12,84 23,37
196 32,73¢¢ | 54,154 | 26,6644
R + + + +
(n=30) 35,89 7,08 31,14 14,9

MediazDE;+#p<0,01;,444p<0,001: Valor estadisticamente significativo respecto de SO.;
**p<0.01;***p<0,001: Valor estadisticamentesignificativo respecto de  CM-
S;#p<0.5,44p<0.01: Valor estadisticamente significativo respecto de CCRND.

Tabla 16. Concentraciones séricas de Urea (mg/dl), Creatinina (Cr; mg/dl),
Albumina (Alb; g/dl) y Proteinas Totales (PT; g/dl) en las ratas de los diferentes
grupos de estudio: SO: seudo-operadas; CM-S: Colestasis con administracién de
suero salino CCRND: Colestasis con administracion de células madre adipociticas de
rata no diferenciadas CCHP: Colestasis con administracion de células madre
adipociticas humanas prediferenciadas a hepatocitos. CCRP: Colestasis con
administracion de células madre adipociticas de rata prediferenciadas a hepatocitos

Urea Cr Alb PT
GRUPO
(mg/dl) (mg/dl) (g/dl) (g/dl)
SO ] 0’_:\_,_)6 3,03*** 5,9_3***
(n=20) = =+ +
0.04 0.14 0.38
37,024 0,55 1,61 4,33
CM-S - + - +
(n=20) 5,91 0.07 0,38 1,38
34,474 0,58 1,84 5,08*
CCRND N A N N
(n=47) 13,21 0,05 0,52 0,94
51,59 0,57 2,07* 5,41%*
CCHP + + + +
(n=38) 21,96 0,06 0,46 0,74
CCRP 36,624 0,51 2,12* 5,73%*
+ + + +
(n=30) 6,33 0,03 0,44 0,46
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MediatDE;*p<0.05;**p<0.01;***p<0,001: Valor estadisticamente significativo respecto de
CM-S; #p<0.5,4#p<0.01: Valor estadisticamente significativo respecto de CCHP.

Tabla 17. Tiempo de Protrombina (TProt; seqg), Actividad de Protrombina (ActProt;
%), Fibrindgeno (F; mg/dl),International Normalized Ratio (INR), Tiempo de Cefalina
(TCefal; seqg) y Ratio de Tiempo de Cefalina (RatT),en los diferentes grupos de
estudio: SO: seudo-operada:.CM-S: Colestasis con administraciéon de suero salino

CCRND: Colestasis
diferenciadas CCHP: Colestasis

humanas prediferenciadas a hepatocitos. CCRP: Colestasis

células madre adipociticas de rata prediferenciadas a hepatocitos.

con administracién de células madre adipociticas de rata no
con administracion de células madre adipociticas
con administracion de

TProt | ACtProt | ¢ T Cefal | RALT
GRUPO K INR c
(seq) (mg/dl) (seq)
% ef
12,17 79,75* 11,25 1,75%* | 44,57%* | 1,59%*
SO + + + + + +
(n=20) 0,57 2,22 21,73 0,09 9,19 0,46
9,75 117 184,5 2,05 15,7 0,55
CM-S + + + + + +
(n=20) 0,49 2,82 3,53 0,21 1,41 0,07
14,22 74,9% 200,46 | 1,25%** 30,13 1,11%
CCRND + + + + + +
(n=47) 2,75 24,99 70,59 0,25 9,01 0,34
13,28 80,57 | 190,07 | 1,19+ 22,35 | 0,824
CCRP + + + + + +
(n=30) 2,89 26,8 50,30 0,24 5,49 0,2

Media + DE: #p<0.05; +44p<0.001:Valor estadisticamente significativo respecto de
S0;*p<0.05;***p<0,001: Valor estadisticamente significativo respecto de CM-S

Tabla 18. Determinacién del “Modelforend-stagelLiverDisease” (MELD) en los
diferentes grupos de estudio: SO: Seudooperadas CCRND: Colestasis con
administracion de células madre adipociticas de rata no diferenciadas. CCRP: Colestasis
con administracion de células madre adipociticas de rata prediferenciadas a hepatocitos.

GRUPO | MELD
12,71
SO +/-
(n=4) 0,81
ccrnp | BT
(n=47) +-
264
*%
CCRP 7Z/1
(n=30) 5
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MediatDE;**p<0,01: Valor estadisticamente significativo respecto de SO.

Tabla 19. Puntuaciones asignadas a las diferentes variables histopatolégicas evaluadas
en los higados de ratas del grupo CMS (Colestasis microquirargica con administracion
de suero salino).

RATA CHRR50 CHRR51 CHRR52 CHRR53 CHRR54
LOBULO LM LC LM LC LM LC LM LC LM LC
Colestasis + + + + + + + + + +

Nédulos ) -+ R + i, - - + + + -
Regeneracion
Proliferacion ++ +++ ++ ++ ++ ++ + + ++ ++
Ductal
Binucleacion ++ + + + + + + ++ ++ ++
Infiltrado_ ++ + ++ +++ +++ +++ + + ++ +
Inflamatorio
Necrosis - - - + - - - - - -
Trombosis ++ - - - - - + - - -
Fibrosis ++ - + - - - + + + _
Peliosis - - - - + + + _ _ _
Dilatacion
V. centrolobulillar - - * - * * - - - -
Estructura R M M M M M R/B R/B R R
Congestion - - - - - - - - - -
Funcién R M M M M M R/B R/B R R
TOTAL 17 12 15 14 15 15 11 10 13 10

RATA CHRRS55 CHRR64 CHR68 CHR69 CHR70
LOBULO LM LC LM LC LM LC LM LC LM LC
Colestasis + ++ + + + + + + + +

Nédulos _ - - - - - o+ + ++ +
Regeneracion
Proliferacion + ++ ++ + ++ ++ +++ +++ ++ +++
Ductal
Binucleacion + ++ ++ + + + +++ ++ ++ +++
Infiltrado_ + + + + + ++ ++ ++ + ++
Inflamatorio
Necrosis + ++ ++ - - - - - - SUP
Trombosis - - - - - - - - - -
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Fibrosis + - + - + + ++ ++ ++ ++
Peliosis - - - - - - - - - -
Dilatacion
V.centrolobulillar - - - - A * * A i *
Estructura R/B R/M R B B B M M M M
Congestion - - - - - - + - - -
Funcién R/B R/IM R B R B R/IM R/IM R/M R/IM
TOTAL 9 14 13 6 11 10 21 18 17 18
RATA CHR72 CHR74 CHR76 CHR78
LOBULO LM LC LM LC LM LC LM LC
Colestasis + + + + + + + +
N(')dulos_ p +++ +++ +++ +++ ++ ++ ++ +++
Regeneracion
Proliferacion +++ +++ ++ +++ +++ +++ +++ +++
Ductal
Binucleacion +++ +++ ++ ++ ++ ++ ++ +
Infiltrado' + + ++ + ++ + ++ +
Inflamatorio
Necrosis - - - - - - - -
Trombosis - - - - - - - -
Fibrosis +++ +++ ++ + ++ ++ +++ +++
Peliosis ++ ++ ++ ++ + + + +
Dilatacién
V. centrolobulillar * * i * * A * *
Estructura M M M M M M M M
Congestion - - - - - - - -
Funcion M M M M M M M M
TOTAL 23 23 22 20 20 20 21 20

Mejor puntuacion = 2; Buena<5; Intermedia-buena 5-12; Intermedia-mala 13-19;
Mala>20; Peor puntuacion = 39

Tabla 20. Puntuaciones asignadas a las diferentes variables histopatolégicas evaluadas
en los higados de ratas del grupo CCHP (Colestasis microquirdrgica con administracion
de células madre adipociticas humanas prediferenciadas a hepatocitos).
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RATA

CHR125

CHR130

CHR132

CHR134

CHR141

LOBULO

LM

LC

LM LC

LM LC

LM LC

LM LC

Colestasis

++ +

Nédulos
Regeneracion

Proliferacién
Ductal

+++

+++

++ +++

++ +

+++ +++

++ ++

Binucleacion

+++

+++

+++ ++

++ +

++ +++

Infiltrado
Inflamatorio

+++ ++

+++ +++

++ ++

Necrosis

++

++ -

Trombosis

+++ ++

Fibrosis

+++

+++

++ ++

++ +

++ ++

Peliosis

++

++ -

++ -

Dilatacién
V. centrolobulillar

++ -

Estructura

R/M R/M

Congestion

Funcion

R/M R/M

TOTAL

17

18

26 18

21 12

20 20

15 12

RATA

CHR142

CHR144

CHR145

CHR148

CHR149

LOBULO

LM LC

LM LC

LM LC

LM LC

LM LC

Colestasis

++ ++

++ +

++ ++

++ +

++ +

Nédulos
Regeneracion

++ +

++ ++

Proliferacién
Ductal

++ +++

+++ +++

++ ++

+++ ++

+++ +++

Binucleacion

Infiltrado
Inflamatorio

++ ++

++ ++

++ +

++ +

++ ++

Necrosis

Trombosis

++

Fibrosis

+++ ++

++ +

+++ ++

Peliosis

Dilatacién
V.centrolobulillar

Estructura

R/M R

M R/M

Congestion

Funcion

R/M R

M R/M
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TOTAL 15 15 21 16 17 12 12 20 20 15
RATA CHR150 CHR152 CHR153 CHR154 CHR155
LOBULO LM LC LM LC LM LC LM LC LM LC
Colestasis + ++ - + + + + + + +
Nédulos - - - - + ++ ++ + +
Regeneracion
Proliferacion + ++ - + +++ +++ + + ++ +++
Ductal
Binucleacion + ++ - + + - ++ ++ ++ +
Infiltrado_ + + + + + + + + + ++
Inflamatorio
Necrosis + ++ - - - - - - - -
Trombosis - - - - ++ + - - - -
Fibrosis + - + + + + ++ + + +
Peliosis - - - - - + - - - -
Dilataci(’)n_ _ _ _ _ + _ + _ _ _
V.centrolobulillar
Estructura R/B R/IM B B M M B B R/B R
Congestion - - - - - - - - - -
Funcién R/B R/IM B R/B M M R/B R/B R/B M
TOTAL 9 14 4 7-8 17 16 12 9-10 11 13

Mejor puntuacion = 2; Buena<5; Intermedia-buena 5-12; Intermedia-mala 13-19;
Mala>20; Peor puntuacion = 39

Tabla 21. Puntuaciones asignadas a las diferentes variables histopatolégicas evaluadas
en los higados de ratas del grupo CRND (Colestasis microquirdrgica con administracion
de células madre adipociticas de rata no diferenciadas).

RATA

CHRR1 CHRR6 CHRR7 CHRR8 CHRR9
LOBULO LM LC LM LC LM LC LM LC LM LC
Colestasis + + + + + + + + + +
NédUIOS. . + ++ - - - + - + +
Regeneracion
Proliferacién ++ ++ +++ ++ +++ ++ +++ +++ +++ +++
Ductal
Binucleacion ++ + + ++ ++ - + ++ ++ +
Infiltrado' + _ + + + _ + + + +
Inflamatorio
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Necrosis - - - - - + ++ _ + _
Trombosis - - - - - - - - + -
Fibrosis + + + ++ + + ++ + ++ +
Peliosis + + ++ - + - + - + _
Dilatacién
V.centrolobulillar - - * - - * - - + -
Estructura M R M R M R/B M R/IM M M
Congestion - - - - - - - _ + _
Funcién - - - - - - - - - -
TOTAL 15 12 16 12 15 11 17 13 21 13
RATA CHRR13 CHRR14 CHRR15 CHRR16 CHRR18
LOBULO LM LC LM LC LM LC LM LC LM LC
Colestasis + + + + ++ ++ + + + +
Nédulos' . +4++ +++ - + ++ ++ - + + -
Regeneracion
Proliferacion ++ ++ +++ ++ ++ ++ +++ ++ +++ +++
Ductal
Binucleacion ++ ++ + + + + + + ++ +
Infiltrado + ++ + ++ ++ ++ + ++ + +
Inflamatorio
Necrosis - - - - - - - - + -
Trombosis + - + ++ - - + ++ + _
Fibrosis ++ ++ + +++ ++ ++ + +++ ++ +
Peliosis + + ++ - + + 4 _ + _
Dilatacién
V.centrolobulillar } * + - * * + - + -
Estructura M M M M M M M M M M
Congestion - - - - - - - _ + _
Funcién - - - - - - - - - -
TOTAL 19 20 17 18 19 19 17 18 21 13
RATA CHRR19 CHRR20 CHRR25 CHRR26 CHRR31
LOBULO LM LC LM LC LM LC LM LC LM LC
Colestasis + + ++ + + + ++ ++ + +
N(')dulos_ p ++ + ++ + - - ++ - + -
Regeneracion
Proliferacion ++ ++ ++ ++ +++ +++ + +++ +++ +
Ductal
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Binucleacién + + ++ ++ + + ++ + + +
Infiltrado_ + + + + + ++ + ++ ++ -
Inflamatorio
Necrosis - - - - - - - - - -
Trombosis - - + - - - - - - -
Fibrosis ++ ++ + + ++ ++ ++ ++ ++ +
Peliosis - + + + + + + + + -
Dilatacién
V.centrolobulillar - - - - - - - - - -
Estructura R R R R M M R M M B
Congestion - - - - - - - - - -
Funcién - - - - - - - - - -
TOTAL 13 13 16 13 15 16 15 17 17 6
RATA CHRR32 CHRR56 CHRR57 CHRR58 CHRR60
LOBULO LM LC LM LC LM LC LM LC LM LC
Colestasis - + ++ + ++ ++ + + + +
Nédulos_ ) + _ + + ) _ ) ) ) )
Regeneracion
Proliferacion _ - + + _ _ + et F+ i+
Ductal
Binucleacion + + + + s + + 1 + o+
Infiltrado_ + + ++ ++ ++ + +++ ++ ++ ++
Inflamatorio.
Necrosis - - - - - - - - - -
Trombosis - - - - - - - - - -
Fibrosis + + ++ + ++ + ++ ++ - -
Peliosis - - - - - - - - + -
Dilatacién
V.centrolobulillar - - - - - - - - - -
Estructura B M R/B R/B B R/B R M M M
Congestion - - - - + ? - - - -
Funcion - - R/B R/B B R/B R M M M
TOTAL 6 13 12 10 9,5 9 12 14,5 15 14
RATA CHRR61 CHRR62 CHRR65 CHRR66 CHRR67
LOBULO LM LC LM LC LM LC LM LC LM LC
Colestasis + + + + + + + + + +
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Nédulos_ ) . _ _ _ + _ + _ + -
Regeneracion
Proliferacion +++ +++ +++ +++ ++ +++ +++ ++ + ++
Ductal
Binucleacion + ++ + ++ + ++ + ++ + ++
Infiltrado_ +++ +++ ++ + +++ +++ ++ ++ ++ ++
Inflamatorio
Necrosis - - - - - - + - - -
Trombosis - - - - - - - - - -
Fibrosis + ++ + - ++ + + ++ T+t
Peliosis - - - - - - + - - -
Dilatacién +
V.centrolobulillar - - - - - - - - -
Estructura M M M M R M M/R R R/B R
Congestion - - - - - - - - - -
Funcién M M M M R M M R R/B R/M
TOTAL 16 17 14 13 14 16 16,5 13 11 11,5

Mejor puntuacion = 2; Buena<5; Intermedia-buena 5-12; Intermedia-mala 13-19;
Mala>20; Peor puntuacion = 39

Tabla 22. Puntuaciones asignadas a las diferentes variables histopatolégicas evaluadas
en los higados de ratas del grupo CRPD (Colestasis microquirdrgica con administracién
de células madre adipociticas de rata prediferenciadas a hepatocitos).

RATA CHRR39 CHRR41 CHRR43 CHRR46 CHRRA47
LOBULO LM LC LM LC LM LC LM LC LM LC
Colestasis + + + + + + + + + +
Nédulos_ i + _ _ + + _ ++ _ ++ -
Regeneracion
Proliferacién +++ +++ ++ ++ ++ +++ ++ ++ + -
Ductal
Binucleacion + ++ + + + + + + + +
Inflltrado_ + + + + ++ - ++ + ++ ++
Inflamatorio
Necrosis + - - - + - + - - -
Trombosis + + - + - - + - - -
Fibrosis ++ + - - ++ + + - ++ -
Peliosis + - - + - - - - -
Dilatacién
V.centrolobulillar ) . ) ) * . * * * )
Estructura M M R R/IM R M R/M R M B
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Congestion - - - - - - - - - -
Funcion M M R R/IM R M R/M R M B
TOTAL 18 15 9 13 15 12 17 10 16 6

RATA CHRR48 CHRRA49 CHRR68 CHRR69 CHRR70
LOBULO LM LC LM LC LM LC LM LC LM LC
Colestasis + + + + + + + + + +
Nédulos' . + ++ + - +++ - + + + -
Regeneracion
Proliferacion +++ ++ ++ +++ ++ +++ +++ +++ ++ +++
Ductal
Binucleacion - + ++ ++ +++ +++ + + ++ ++
Infiltrado' ++ + ++ ++ +++ +++ +++ +++ +4++ +++
Inflamatorio
Necrosis - - - - - - - - - -

Trombosis - - + - - - - - - -
Fibrosis + + + - + - + ++ . .
Peliosis - - - - - - - - - -

Dilatacién
V.centrolobulillar . * ) + - + - - - -

Estructura M R R R/B R/IM R/M M M R/IM M

Congestion - - - - - - - - - -
Funcion M R R R/B M M M M R/IM M
TOTAL 14 13 14 12 18,5 16,5 16 17 17 18

RATA CHRR71 CHRR72 CHRR73 CHRR74 CHRRT75
LOBULO LM LC LM LC LM LC LM LC LM LC
Colestasis + + + + + + - + + +
Nédulos' ) + _ ) _ . _ ) ) ) ]
Regeneracion
Proliferacién ++ +++ ++ +++ +++ +++ - +++ + +
Ductal
Binucleacion + ++ + ++ ++ ++ - ++ ++ ++
Inﬁltrado. +++ ++ ++ +++ ++ ++ - +++ ++ ++
Inflamatorio
Necrosis - - - - - - - - -

Trombosis ++ - - - - - - - - -
Fibrosis + + + ++ +++ ++ - ++ + -
Peliosis + - - - - - - - - -
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Dilatacién +
V.centrolobulillar - - - - - - - - -
Estructura R R R/B R/M M M - R/M B/R B/R
Congestion - - - - - - - - - -
Funcion R/M M R M M M - M B B
TOTAL 16,5 15 10,5 16,5 18 16 - 16,5 9,5 8,5
RATA CHRR76 CHRR77 CHRR78 CHRRS80 CHRRS1
LOBULO LM LC LM LC LM LC LM LC LM LC
Colestasis + + + + + + + + + +
Nédulos' ) _ _ + " _ _ _ _ T+ F4+
Regeneracion
Proliferacion +++ +++ +1/2 +1/2 ++ ++ + + ++ ++
Ductal
Binucleacion ++ ++ +++ ++ ++ +++ ++ ++ ++ ++
Infiltrado' +++ + +++ +++ +++ +++ ++ ++ +++ +++
Inflamatorio
Necrosis - - - - - - - - - -
Trombosis - - - - - - - - - -
Fibrosis ++ + ++ ++ + + + - +++ ++
Peliosis + - + - - - - - - -
Dilatacién
V.centrolobulillar - - * * - - - - - *
Estructura M R/M R/B R/B R R/M B/R B/R M M
Congestion - - - - - - - - - -
Funcion M M R R R R/M B B M M
TOTAL 18 13,5 17 15 13 15 9 8 20 20

Mejor puntuacién = 2; Buena<5; Intermedia-buena 5-12; Intermedia-mala 13-19;

Mala>20; Peor puntuacién = 39
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