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Resumen

RESUMEN

Introduccion: La colestasis extrahepatica es una de las causas de
patologia inflamatoria fibrogénica en el higado. Entre las células implicadas
en esta patologia destacan las células cebadas que mediante sus
mediadores proinflamatorios estimulan las células estrelladas hepaticas que
adoptan un fenotipo miofibrobldstico y por tanto generan fibrosis. Entre los
modelos experimentales descritos en la rata para el estudio de la colestasis
extrahepatica se deben considerar los que se fundamentan en la
obstruccién del colédoco por técnicas macroquirdrgicas. Sin embargo las
complicaciones infecciosas inherentes a estos modelos obliga a utilizar como

alternativa valida el modelo microquirurgico de colestasis extrahepatica.

Objetivos: El tratamiento con ketotifén, un farmaco anti-inflamatorio
estabilizador de células cebadas, que inhibe la sintesis y liberacidon de sus
mediadores inflamatorios, en dicho modelo microquirirgico de colestasis
extrahepatica en la rata, al inhibir la degranulacién de las células cebadas,
disminuiria la liberacidn hepato-intestinal de mediadores inflamatorios y
profibrogénicos, reduciendo la respuesta inflamatoria esplacnica y por tanto

la fibrosis biliar.

Material y Métodos: Para demostrar ésta hipdtesis se han utilizado ratas
Wistar pseudo-operadas (PSO; n=15) y con colestasis extrahepatica
microquirdrgica (CMQ; n=20) a las 8-9 semanas de evolucidn post-
operatoria, en las cuales se ha estudiado la presencia de ascitis,
vasculopatia venosa mesentérica, hipertensién portal y el desarrollo de
circulacién colateral porto-sistémica. Se cuantificaron las concentraciones
séricas de parametros de funcién hepato-biliar por fotocolorimetria, asi
como los niveles de mediadores pro- y anti-inflamatorios en el ileon
terminal, los ganglios linfaticos mesentéricos y el higado mediante técnicas
de inmunoensayo enzimatico (ELISA). Por ultimo, se realizd un estudio
histopatoldgico hepatico y tincidn de rojo sirio para cuantificar el area de
fibrosis hepatica. Los mismos parametros se evaluaron en ratas PSO (n=20)
y en ratas con CMQ (n=20) que se sacrificaron a las 6 semanas de la

intervencion y en un tercer grupo de ratas PSO (n= 15) y CMQ (n=14) a las
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gue se administré ketotifén (10 mg/kg/dia; v.0.) desde la sexta semana

postoperatoria hasta su sacrificio a las 8-9 semanas.

Resultados: Las ratas con colestasis, tanto a las 6 como a las 8-9 semanas
de p.o., mostraron ascitis, aumento de la presién portal (p<0.001),
vasculopatia venosa mesentérica y desarrollo de circulacion colateral porto-
sistémica con menor aumento de peso corporal (p<0.001), hepato-
esplenomegalia (p<0.001) y atrofia testicular (p<0.001). Ademas, en las
ratas colestdasicas se observo hiperbilirrubinemia (p<0.001), y aumento de
la fosfatasa alcalina (p<0.001), gamma-glutamiltranspeptidasa (p<0.001),
acidos biliares (p<0.001), aspartato-aminotransferasa (p<0.001), colesterol
(p<0.001) vy lipoproteinas de alta (p<0.001), baja (p<0.001) y muy baja
densidad (p<0.001), respecto de las ratas pseudo-operadas. Asimismo, se
demostré hipoproteinemia (p<0.001), hipoalbuminemia (p<0.001) vy
aumento de los niveles de creatinina (p<0.001).

Respecto de la respuesta inflamatoria esplacnica, en las ratas con
colestasis los niveles de catalasa aumentaron en el ileon (p<0.01) y
disminuyeron en los ganglios linfaticos mesentéricos, glutation-transferasa
y glutation-peroxidasa disminuyeron en el higado (p<0,001) y en los
ganglios linfaticos mesentéricos. La proteina quimiotactica de macrdéfagos
(MCP-1) aumento en el higado (p<0.001), en el ileon (p<0.001), y en los
ganglios mesentéricos (p<0.01). TNF-a e IL-1B disminuyeron en el higado
(p<0.001), pero mientras TNF-a aumentd progresivamente (desde las 6 a
las 8-9 semanas del p.o.) en el ileon (p<0.05), IL-1B disminuyd
(p<0.001). Ambas citoquinas proinflamatorias aumentaron en los ganglios
linfaticos mesentéricos (p<0.05). IL-10 aumentdé en el ileon (p<0.05) y
disminuyd en el higado (p<0.001), IL-4 disminuy6 en el higado (p<0.01) y
aumenté en el ileon (p<0.001) y en los ganglios linfaticos mesentéricos. El
factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF) y el factor de
crecimiento transformador beta (TGFg) disminuyeron tanto en higado como
en ileon, mientras que VEGF aumentd en el ileon. Ambos factores de
crecimiento aumentaron en los ganglios del mesenterio. En el estudio

histopatoldgico hepatico de las ratas colestasicas se observd necrosis y



Resumen

apoptosis hepatocitaria asociado a una intensa proliferacion epitelial biliar y
fibrosis (p<0.001).

El tratamiento con ketotifén a las ratas con colestasis aumenta el
peso corporal (p<0.01), reduce la ascitis, asi como la concentracién
(p<0.001) de IL-13 y de CGRP en el liquido ascitico, la esplenomegalia
(p<0.001), la atrofia testicular (p<0.01) y el desarrollo de circulacién
venosa colateral y de vasculopatia venosa mesentérica. Ademas, la
administracion de ketotifén consigue reducir el indice sérico de AST/ALT
(p<0.001), de LDH (p<0.01) y de creatinina (p<0.001); en tanto que
aumentd los niveles séricos de proteinas totales (p<0.05) y de lipoproteinas
de alta densidad (HDL). Respecto de las concentraciones de mediadores
inflamatorios en el area esplacnica, ketotifén disminuye (p<0.001) los
niveles de MCP-1 en el higado, en el ileon y en los ganglios linfaticos
mesentéricos; también reduce TNF-a en el ileon y en los ganglios linfaticos
mesentéricos e IL-4, IL-13 e IL-17A en el higado (p<0.01). Por ultimo,
ketotifén disminuye (p<0,001) VEGF en todos los dérganos esplacnicos
estudiados, en tanto que sélo consigue reducir las concentraciones de TGF-

B1 en el higado (p<0.05) y en el ileon.

Conclusion: Los resultados obtenidos sugieren que la respuesta
inflamatoria esplacnica mediada por células cebadas constituye un
importante factor patogénico en la produccion de patologia hepatica
secundaria a colestasis extrahepatica y por esta razén el tratamiento
antiinflamatorio con ketotifén permitiria disminuir las manifestaciones
clinicas asi como la concentracién esplacnica de diferentes mediadores
proinflamatorios, en su mayoria producidos por las células cebadas, que
estan implicados en la fibrogénesis hepatica. La importancia de este trabajo
de investigacién se fundamentaria en que sus resultados permiten un
mejor conocimiento de los mecanismos fisiopatoldgicos implicados en la
produccién de la cirrosis hepatica, cuya inaceptable morbi-mortalidad en la

clinica humana constituye un reto en la actualidad.

Palabras clave: colestasis, microcirugia, hipertensién portal, ascitis,

inflamacion, fibrosis, cirrosis, células cebadas, ketotifén.



Summary

SUMMARY

Introduction: Extrahepatic cholestasis is one of the causes of the liver
fibrogenesis. Mast cells are the primary cells involved in this pathology,
through which its pro-inflammatory mediators stimulate hepatic stellate
cells that adopt a miofibroblastic phenotype, leading to the development of
fibrosis. There are diverse experimental models described in the rat for the
study of extrahepatic cholestasis, and those based on the obstruction of the
bile duct using macrosurgical techniques should be considered. However,
the infectious complications inherent to these models require using valid

alternative microsurgical extrahepatic cholestasis models.

Objectives: Treatment with Ketotifen, an anti-inflammatory mast cell
stabilizer that inhibits the synthesis and release of its inflammatory
mediators, which inhibits the degranulation of mast cells in the above-
mentioned microsurgical extrahepatic cholestasis model in the rat, would
reduce the hepatic-intestinal release of inflammatory and profibrogenic
mediators, thus reducing the splanchnic inflammatory response and

consequently biliary fibrosis.

Material and Methods: Sham-operated Wister rats (PSO; n=15) and rats
with microsurgical extrahepatic cholestatis (CMQ; n=20) at 8-9 weeks of
post-operative evolution were used to demonstrate this hypothesis. The
presence of ascites, mesenteric venous vasculopathy, portal hypertension
and the development of a portosystemic collateral circulation were studied.
The serum concentration parameters of the hepatobiliary function were
quantified by photocolormetrics, and the levels of the pro- and anti-
inflammatory mediators in the terminal ileum, the mesenteric lymph glands
and the liver were quantified by enzyme immunoessay (ELISA). Lastly, a
hepatic histopathological study and sirus red staining study was performed
to quantify the area of liver fibrosis. The same parameters were assessed
in sham-operated rats (n=20) and rats with microsurgical extrahepatic
cholestatis (n=20), which were sacrificed at 6 weeks post-operation and in

a third group of sham-operated rats (n= 15) and rats with microsurgical
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extrahepatic cholestatis (n=14), which were administered (10 mg/kg/dia;

v.0.) from the sixth week after the operation until sacrificed at 8-9 weeks.

Results: Rats with cholestasis, at 6 weeks and 8-9 weeks post-operation,
showed ascites, an increase in portal tension (p<0.001), mesenteric
venous vasculopathy and the development of portosystemic collateral
circulation with a lesser increase of body weight (p<0.001), hepatic
splenomegaly (p<0.001) and testicular atrophy (p<0.001). Also, observed
in the cholestatic rats were hyperbilirubinemia (p<0.001) and an increase in
alkaline phosphatase (p<0.001), gamma-glutamiltranspeptidase (p<0.001),
bile acids (p<0.001), aspartate aminotransferase (p<0.001), cholesterol
(p<0.001) as well as high (p<0.001), low (p<0.001) and very low density
lipoproteins (p<0.001), compared to sham-operated rats. Likewise,
hypoproteinemia (p<0.001), hypoalbuminemia (p<0.001) and an increase
in creatinine levels were shown (p<0.001).

In terms of the splanchic inflammatory response, in the cholestatic
rats, the levels of catalase increased in the ileum (p<0.01) and were
reduced in the mesenteric lymph gland, while glutathione-transferase and
glutathione-peroxidase reduced in the liver and (p<0,001) mesenteric
lymph glands. Macrophage chemotactic proteins (MCP-1) increased in the
liver (p<0.001), in the ileum (p<0.001), and the mesenteric glands
(p<0.01). TNF-a and IL-1B reduced in the liver (p<0.001), while TNF-a
progressively increased (from 8-9 weeks post-operation) in the ileum
(p<0.05), IL-1B reduced (p<0.001). Both pro-inflammatory cytokines in
the mesenteric lymph glands increased (p<0.05). IL-10 increased in the
ileum (p<0.05) and reduced in the liver (p<0.001), IL-4 reduced in the liver
(p<0.01) and increased in the ileum (p<0.001) and mesenteric lymph
glands. The vascular endothelial growth factor (VEGF) and the transforming
growth factor beta (TGFg) reduced in the liver and the ileum while the VEGF
increased in the ileum. Both growth factors increased in the mesenteric
glands. In the hepatic histopathologic study of cholestatic rats, necrosis and
hepatocitary apoptosis were observed secondary to an intense biliary

epithelial proliferation and fibrosis.
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The treatment of cholestatic rats with Ketotifen increases body weight
(p<0.01), reduces ascites and the concentration (p<0.001) of IL-13 and
CGRP in the ascites fluid, splenomegaly (p<0.001), testicular atrophy
(p<0.01) and the collateral venous circulation and mesenteric venous
vasculopathy. Also, the administration of Ketotifen achieves reducing the
serum indexes of AST/ALT (p<0.001), LDH (p<0.01) creatinine
(p<0.001); so much that the serum levels of the overall proteins (p<0.05)
and high density lipoprotiens (HDL) also increased. In terms of the
concentrations of inflammatory mediators in the splanchnic area, Ketotifen
reduces (p<0.001) the levels of MCP-1 in the liver, ileum and the
mesenteric lymph glands; it also reduces TNF-a in the ileum and the
mesenteric lymph glands and IL-4, IL-13 and IL-17A in the liver (p<0.01).
Lastly, Ketotifen reduces (p<0,001) VEGF in all the splanchnic organs
studied, while it also reduces the concentrations of TGF-B1 in the liver
(p<0.05) and the ileum.

Conclusion: The results obtained suggest that the splanchnic inflammatory
response mediated by mast cells constitutes an important pathological
factor in the liver pathology secondary to extrahepatic cholestasis. This is
why the Ketotifen anti-inflammatory treatment would reduce clinical
manifestations as well as the splanchic concentration of different pro-
inflammatory mediators, which are mostly produced by the mast cells
involved in hepatic fibrogenesis. The importance of this research work
would be based on the fact that its results allow for acquiring better
knowledge of the physiopathological mechanisms involved in the production
of liver cirrhosis, and whose unacceptable morbi-mortality rate is a

challenge to human clinical practice today.

Key words: cholestasis, microsurgery, hypertension, ascites,

inflammations, fibrosis, chirrosis, mast cells, ketotifen.
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1. COLESTASIS

Las enfermedades colestdsicas hepaticas son consecuencia de
trastornos de la sintesis hepatobiliar y de la excrecion de la bilis, lo cual
comporta la llegada a la circulacidn sanguinea de productos biliares
(Hirschfield y cols, 2010). En estas patologias, la lesién de los conductos
biliares o de los hepatocitos puede inducir un amplio rango de
manifestaciones clinicas que incluyen desde alteraciones aisladas de la
bioquimica hepatica hasta el fallo hepatico o el cancer hepatobiliar. Las
causas del sindrome colestdsico pueden ser congénitas, inmunoldgicas,
estructurales -obstructivas/vasculares- y toxicas (Hirschfield y cols, 2010).
Se pueden desarrollar varias formas de colestasis, bien por una alteracién
de la secrecidon biliar, por una obstruccion del flujo biliar, o por una
combinacidon de ambas. A su vez, el deterioro en el flujo biliar que conduce
a la colestasis puede acontecer de forma aguda o crénica. Como
consecuencia se produce una retencidon de acidos biliares, bilirrubina y otros
solutos colefilicos en el higado y en la sangre y un déficit de acidos biliares
en el intestino.

Aunque los colangiocitos soélo representan una pequena proporcion
(3-5%) de las células que forman el parénquima hepatico (Alpini et al.,
2001; Hirschfield y cols, 2010), desempefian un papel fisiopatoldgico
relevante en la composicion de la bilis durante su transito por la via biliar,
que implica la secrecién y absorcidn de agua, electrolitos y otros solutos
organicos de la bilis hepatocelular (Alvaro y cols., 1997; Alpini y cols.,
2001; Racanelli and Rehermann, 2006; Glaser y cols. 2006). Los
colangiocitos son unas células epiteliales ciliadas que delinean la via biliar,
una intrincada red de conductos biliares interconectados que aumentan
progresivamente su didmetro desde los conductos de Hering hasta la via

biliar extrahepatica (Alpini y cols., 2002; Lorente L y cols., 2009) (Figura 1).
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CANALES
DE
HERING
DUCTULOS
BILIARES

Figura 1. Unidad funcional hepéatica. Los canaliculos biliares drenan en los
canales de Hering y estos a su vez en los ductulos biliares, que desembocan en los
conductos biliares interlobulares, situados en los espacios porta (EP). (Arias y cols,
1993

Los colangiocitos de los grandes conductos biliares interlobulares
intervienen fundamentalmente en funciones secretoras, en tanto que los
que delimitan los conductos biliares intrahepaticos mas pequefios, los
colangiolos y los conductos de Hering estan implicados en la respuesta
inflamatoria y proliferativa (Alpini y cols, 1996; Alpini y cols, 1997). Los
cilios de los colangiocitos se extienden desde la membrana plasmatica
apical hasta la luz del conducto biliar y regulan funciones
mecanosensoriales, osmosensoriales y quimiosensoriales (Masyuk y cols.,
2006; Masyuk y cols., 2008). La estimulacién de los colangiocitos por vias
paracrina y endocrina induce la secreciéon de agua y la alcalinizacion de la
bilis (Srazzabosco y cols, 1991; Kanno y cols., 2001; Esteller, 2008). En
éste proceso se integran estimulos prosecretores (secretina, glucagon,

polipéptido intestinal vasoactivo, VIP, acetilcolina, Ach y bombesina) y
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antisecretores (somatostatina y endotelina-1) (Fiorotto y cols., 2007;
Minagawa y cols., 2007; Srazzabosco y cols, 2009).

El hepatocito es una célula poligonal polarizada que posee una
membrana plasmatica con una superficie basolateral, localizada en el
espacio de Disse, subyacente a las células endoteliales del sinusoide, y una
cara apical que delimita el canaliculo biliar (Li y Crawford, 2004). El
transporte de proteinas desde la membrana basolateral (sinusoidal) hasta la
apical (canalicular) desplaza los acidos biliares desde la sangre sinusoidal
hasta el canaliculo biliar mediante una eficiente circulacién enterohepatica
estrechamente regulada (Zollner y Trauner, 2008; Boyer, 2009). La
membrana plasmatica basolateral contiene proteinas transportadoras que
utilizan gradientes de Na®™ y de pH para captar solutos organicos desde la
sangre hacia el interior del hepatocito. Y la membrana canalicular tiene
sistemas de transporte activo que facilitan la secrecién de solutos organicos
hacia la luz canalicular. Receptores nucleares regulan la transcripciéon de
genes que codifican proteinas implicadas en los sistemas de transporte
hepatobiliar, de sintesis y detoxificacion de acidos biliares y de fibrogénesis
(Fiorucci y cols, 2004; Fickert y cols, 2009; Wagner y cols. 2010). Los
acidos biliares son internalizados a través de la membrana basolateral de
los hepatocitos por la proteina cotransportadora de Na+/taurocolato y
transportadora de aniones organicos (Na+/taurocholate cotransporter and
organic anion transporting proteins, OATP2/OATPB1) (Konig y cols., 2006).
Los principales solutos organicos secretados en la bilis son sales biliares
conjugadas con taurina o con glicina (ursodeoxicolato, colato,
quenodeoxicolato, deoxicolato y litocolato), fosfatidilcolina, colesterol,
glucurénidos de bilirrubina y glutation (Nathanson y Boyer, 1991; Li y
Crawford, 2004). La exportacion activa hacia la bilis es mediada por la
bomba canalicular exportadora de sales biliares (canalicular bile SALT
export pump, ABCB11) y por la bomba canalicular exportadora conjugada
(canalicular conjugate export pump; MRP2). MRP2 regula el transporte
canalicular de aniones organicos, como la bilirrubina (Nies y Keppler, 2007;
Lam, y cols., 2010). Por ultimo, La formacién de micelas mixtas en la bilis
resulta de la presencia de acidos biliares, colesterol y fosfatidilcolina y la

bomba exportadora de fosfolipidos proteina 3 resistente a multifarmacos
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(multi-drug- resistant 3 protein;, MDR3) controla activamente éste proceso
(Davit-Spraul y cols., 2010)

Si la etiologia de la colestasis es obstructiva, dependiendo del nivel
anatémico de la obstruccion, se clasifica en intrahepatica y extrahepatica.
Las causas mas frecuentes de colestasis intrahepatica en la clinica humana
son la colangitis esclerosante, la cirrosis biliar primaria, la atresia biliar y las
hepatopatias de etiologia alcohdlica, virica, o farmacoldgica (Trauner y cols.
1998; Rutherford y cols, 2006; O Leary y cols, 2007; Hirschfield y cols,
2010; Pakarinen y Rintala, 2011; Ramappa y Aithal, 2011), en tanto que la
patologia litidsica y tumoral predominan en la colestasis extrahepatica
(Hirschfield y cols, 2010; Ramappa y Aithal, 2011).

Pero, independientemente de cual sea su causa, este sindrome se
manifiesta clinicamente por ictericia, coluria, acolia y prurito (Schaffner y
cols. 1979; Sherlock, 1984; Bergasa y cols. 1995a; Bergasa y cols. 1995b;
Li y cols. 2004; Bathia y cols, 2006; Heathcote EJ, 2007; Oude Elferink y
cols. 2011; Ramappa y Aithal, 2011). Desde el punto de vista bioquimico, la
colestasis cursa con niveles séricos elevados de bilirrubina, acidos biliares,
fosfatasa alcalina y y-glutamil transferasa e hipercolesterolemia (Li y
Crawford, 2004; Shiha y cols. 2009). Finalmente cursa con fibrosis, cirrosis
y signos clinicos de insuficiencia hepatica y encefalopatia hepatica (Boyer y
cols 2007; Newton y cols. 2008) Incluso, si la obstruccidn es cronica se ha
demostrado la evolucion tumoral de éste proceso (Xia y cols., 2007; Aller y
cols., 2010; Yang y cols., 2011).

En conclusion, la patologia derivada de la colestasis incluye aspectos
morfoldgicos: acumulo o estasis de bilis en la via biliar y en los hepatocitos;
funcionales: disminucién de la secrecién hepatica de bilis y del flujo biliar
canalicular; y clinicos: retencién en la circulacion sanguinea de sustancias
que normalmente son excretadas en la bilis (Sherlock, 1997; Li y cols.
2004; Zollner vy cols, 2008; Chu y cols., 2010; Hirschfield y cols., 2010;
Kremer y col., 2011).
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2. ANATOMIA DE LA VIA BILIAR EN LA RATA

El higado de la rata se compone de cuatro lébulos, denominados
medio (LM), lateral izquierdo (LLI), lateral derecho (LLD) y caudado (LC)
gue, a su vez poseen una vascularizacion porto-arterial y un drenaje biliar y
venoso individualizado (Castaing y cols. 1980; Lorente y cols. 1995, Lorente
y cols., 2009) (Figura 2). Ademas, algunos autores describen el proceso
caudado (PC) como el segmento de parénquima comprendido entre los
I6bulos caudado y lateral derecho (Aller y cols. 2008; Lorente y cols.
2009).

Figura 2. El higado de la rata se compone de cuatro I6bulos: lateral derecho (LLD),
medio (LM), lateral izquierdo (LLI) y caudado (LC) que, a su vez poseen una
vascularizacion porto-arterial y un drenaje biliar y venoso individualizado.

La via biliar tiene una estructura similar a un arbol, en el cual el
colédoco y los conductos biliares lobulares corresponderian al tronco que se
ramificarian progresivamente en los conductos biliares interlobulares (Figura
3), los ductulos biliares o canales de Hering y, finalmente los canaliculos
biliares (Figural) (Phillips y cols., 1987; Benedetti y cols. 1996; Aller y
cols. 2008; Lorente y cols. 2009).

La via biliar extrahepatica en la rata esta constituida por el colédoco,
gue en su trayectoria ascendente recibe en el hilio hepatico los siguientes
conductos biliares lobulares: conductos inferiores o0 caudales,

correspondientes a los |6bulos caudado y lateral derecho; y conductos
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superiores o craneales, correspondientes a los Iébulos lateral izquierdo y
medio (Aller et al 2008; Lorente y cols. 2009) (Figura 3).

o |-CBD

Figura 3. Distribucion habitual de los conductos biliares de primer orden en la rata.
CBD: Via biliar principal; E: Eséfago; S: Estomago; D: Duodeno.

3. COLESTASIS EXTRAHEPATICA EXPERIMENTAL

La ictericia obstructiva causa una elevada incidencia de morbi-
mortalidad en la clinica humana (O’Connor, 1985; Poupon y cols, 2000). Las
severas repercusiones hepaticas y sistémicas de la colestasis (Schaffner y
cols. 1979; O’Connor, 1985; Sherlock 1986; Li y cols., 2004; Nguyen y
cols., 2010; Chu y cols., 2010; Hirschfield y cols., 2010; Kremer y cols.,
2011) han sido la causa de la creacién de diversos modelos experimentales
que permitan una mejor comprension de su patogénesis, profilaxis vy
tratamiento.

La ligadura del colédoco en la rata es un modelo experimental utilizado
tanto para el estudio de la hipertensién portal (Katsuta y cols., 2005;
Abraldes y cols. 2006) como, en especial, de la colestasis extrahepatica
(Rodriguez-Garay, 2003; Aller y cols, 2009; Aller y cols., 2010). En esencia,

la técnica quirdrgica consiste en la reseccién del colédoco entre dos
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ligaduras. Esta técnica es macroquirurgica, ya que no requiere medios de
magnificacion para su realizacién. Sin embargo, las ratas con colestasis
extrahepatica macroquirdrgica desarrollan un pseudoquiste biliar hiliar por
dilatacion del extremo proximal ligado del colédoco, que se infecta en
muchas ocasiones por microorganismos Gram negativos de procedencia
intestinal y los animales fallecen durante las dos primeras semanas de
evolucion postoperatoria por sepsis secundaria a la existencia de multiples
abscesos intraperitoneales, hepaticos y pulmonares (Aller et al. 1991; Aller
et al. 1993, Aller y cols. 2004; Aller et al., 2009a). El cultivo de la bilis
almacenada en éstos pseudoquistes hiliares es positivo y los gérmenes mas
frecuentes Escherichia coli y Enterococcus (Aller y cols. 2000), lo cual
evidencia que en éste modelo experimental se produce traslocacion
bacteriana intestinal.

Para evitar estas complicaciones infecciosas propusimos la realizacion
de una técnica microquirdrgica consistente en la reseccion de la via biliar
extrahepatica, que incluye el colédoco hasta el inicio de su porcidn
intrapancreatica, en continuidad con los conductos biliares que drenan cada
uno de los cuatro Iébulos hepaticos en la rata (Aller et al. 1993; Lorente et
al. 1995, Aller et al., 2009a, Aller et al., 2009b; Aller y cols., 2010). Con
esta técnica microquirdrgica la inexistencia de via biliar extrahepatica
residual previene la formacion de pseudoquistes biliares hiliares, asi como
de abscesos abddmino-toracicos y reduce la mortalidad respecto al modelo
cladsico de ligadura y seccion del colédoco (Aller et al. 1993; Aller et al.
2004; Aller et al., 2009a, Aller et al., 2009b; Aller y cols., 2010).

En  particular, éste modelo de colestasis extrahepatica
microquirdrgica, al conseguir mayor supervivencia, permite obtener a largo
plazo un nuevo modelo de fibrosis hepatica que puede ser de gran utilidad
para el estudio de nuevas terapias antifibrogénicas. En éste sentido, los dos
modelos experimentales mas utilizados para estudiar la insuficiencia
hepatica crénica son la administracién de tetracloruro de carbono y la
colestasis por ligadura y seccién del colédoco (Assimakopoulos y Vagianos,
2009).

En el modelo de colestasis extrahepatica en la rata se consideran dos

fases evolutivas: precoz, si la colestasis se mantiene cuatro semanas, y
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tardio cuando se supera este periodo postoperatorio (Assimakopoulos y
Vagianos, 2009). Asi, cuando la ictericia obstructiva es aguda la colemia
predomina sobre la lesién del parénquima hepatico, no existiendo todavia
ni hipertension portal ni cirrosis, si bien induce efectos inotrdpicos y
cronotrépicos negativos sobre el corazén (Joubert, 1978; Liu y cols., 2000;
Nahavandi y cols. 2001; Mani y cols. 2002; Hajrasouliha y cols. 2004),
altera la respuesta vasoconstrictora simpatica (Bomzon y cols., 1985; Jacob
y cols., 1993) y causa una intensa diuresis y natriuresis, que pueden incluso
desembocar en hipovolemia (Heindenreich y cols. 1987; Green y Better,
1995). Como consecuencia, se producen hipotensién arterial y disfuncion
renal prerrenal, que es agravada por la endotoxemia que acompafa a este
modelo experimental. Por el contrario, cuando la evolucién de la colestasis
es cronica (mas de cuatro semanas), ademas de la colemia, la endotoxemia
y la traslocacién bacteriana intestinal (Deitch y cols., 1990; Clements y
cols, 1996; Clements y cols., 1998), se produce una lesidén significativa
hepatica, con cirrosis biliar, hipertension portal y ascitis (Green y Better,
1995; Geerts y cols., 2008) que se asocia a una lesion renal similar
fisiopatolégicamente al sindrome hepatorrenal de los enfermos cirréticos.
Por éste motivo la colestasis obstructiva extrahepatica crénica en la rata se
ha propuesto como un modelo experimental valido para el estudio de la
fisiopatologia y de nuevas opciones terapéuticas en ésta grave situacion en
la clinica humana (Assimakopoulos y Vagianos, 2009)

En general, la mayoria de estos modelos experimentales han sido
utilizados para el estudio de aquellos mecanismos patogénicos implicados
en los procesos inflamatorios causantes de diversas patologias. En
particular, en el caso del modelo experimental de colestasis, se han
estudiado la anatomia de la via biliar extrahepatica en la rata Wistar
(Lorente y cols. 1995), la incidencia de infecciones postoperatorias (Aller y
cols. 1993a), la técnica microquirdrgica de colestasis extrahepatica en la
rata (Aller et al. 1993b), y, entre las alteraciones hepaticas secundarias a
colestasis, los parametros sanguineos propios de lesidon hepatobiliar, el
grado de fibrosis y proliferacion biliar (Aller y cols. 2004a; Aller y cols.
2004b) y el metabolismo oxidativo hepato-intestinal (Lopez y cols. 2001) y

cerebral (Garcia-Moreno y cols., 2002).
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Esta técnica microquirdrgica de colestasis extrahepatica puede ser
también realizada en el raton (Aller y cols. 2009a; Aller y cols. 2009b). El
higado del ratén, al igual que el de la rata, estd compuesto por cuatro
l6bulos que reciben los mismos nombres La principal diferencia en la via
biliar de ambos roedores es que el ratdon posee vesicula biliar. Por ello, si se
efectia ligadura del colédoco se produce una marcada dilatacion de la
vesicula biliar que puede evolucionar a perforacion y coleperitoneo
(Abraldes y cols. 2006). Por ello la colestasis extrahepatica microquirtrgica
en el raton precisa anadir una colecistectomia. La diseccién, ligadura y
seccién de los conductos biliares de los I6bulos medio y lateral izquierdo se
simplifica si se realiza previamente la diseccidn de la vesicula biliar y del
conducto cistico (Aller y cols. 2009a; Aller y cols. 2009b).

La utilizacion profilactica de antibiéticos de amplio espectro
(ceftacidima 50mg/kg) y la administracion semanal de vitamina K1 (8
mg/kg i.m.) permite reducir la mortalidad precoz de éstos animales (Beck y
Lee, 1995; Huan y cols. 2003; Akimoto y cols, 2005; Abraldes y cols.
2006).

A largo plazo, ambos modelos de colestasis extrahepatica, macro y
microquirdrgica, cursan con hepatomegalia asociada al desarrollo de una
intensa fibrosis y proliferacion biliar, fibrosis y de un moderado grado de
infiltracion inflamatoria portal, asi como de muerte hepatocitaria por
necrosis y/o apoptosis, si bien la pérdida de la arquitectura hepatica normal
tipica de cirrosis se observa en raras ocasiones (Kountouras y cols. 1984;
Aller y cols. 1993; Aller y cols. 2004; Abraldes y cols. 2006).

Respecto de las alteraciones extrahepaticas destacan la ictericia, la
coluria (Huang y cols. 2003; Aller y cols. 2004), la hipertensidon portal con
esplenomegalia y circulacidon colateral portosistémica (Aller y cols. 1993;
Huang y cols. 2003; Aller y cols. 2004; Chan y cols. 2004; Katsuta y cols.
2005), la insuficiencia renal (Assimakopoulos y Vagianos, 2009) Ila
encefalopatia hepatica (Bergasa y cols., 1992; Garcia-Moreno y cols. 2002;
Garcia-Moreno y cols. 2005; Butterworth y cols., 2009; Huang y cols.
2010; Magen y cols. 2010; Assimakopoulos y cols. 2010; Eslimi y cols.
2011) y la ascitis (Huang y cols. 2003; Aller y cols., 2010a; Aller y cols.
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2010b). Por lo tanto, la colestasis extrahepatica experimental no es sélo un
modelo idoneo para estudiar la patologia hepatica secundaria a la

obstruccion biliar, sino también sus complicaciones extrahepaticas.

4. FISIOPATOLOGIA DE LA COLESTASIS

Las alteraciones hepaticas que se producen como consecuencia de la
colestasis extrahepatica han sido comparadas a las que protagonizan la
curacion de las heridas, esto es, la proliferacion epitelial y, en particular, la
fibrogénesis (Bissell, 2004; Aller y cols., 2008; Meran y Steadman; 2011).
La patogenia de la fibrosis hepatica consiste en un depodsito excesivo de
colageno fibrilar y otras proteinas de la matriz extracelular que distorsiona
la arquitectura hepatica e induce capilarizacidon sinusoidal e hipertensién
portal. En esencia, la fibrosis hepatica es un proceso dinamico de reparacién
tisular aberrante en el que los fendmenos claves son la activacion y
transformacién de las células estrelladas hepaticas quiescentes en células
similares a miofibroblastos, por un proceso de transicién epitelio-
mesenquimal de tipo 2, con el subsiguiente incremento en la sintesis de
proteinas, como actina de musculo liso-a, de colageno, metaloproteasas de
la matriz, inhibidores tisulares de metaloproteasas y proteoglicanos
(Mormone y cols., 2011; Meran y Steadman, 2011; Fragiadaki y Mason,
2011).

Inmediatamente después de la obstruccidn completa 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) y esto es
seguido por alteraciones patoldgicas de la matriz extracelular (Desmouliere
y cols. 1997). Por el contrario, la descompresion biliar, al suprimir el estrés
mecanico, revierte las lesiones hepaticas inducidas por la ligadura del
colédoco (Ramm y cols. 2000; Matsumoto y cols., 2002; Costa y cols.
2003; Kirkland y cols. 2010). Estos estudios demuestran la relevancia de la
energia mecanica en la etiopatogenia de la patologia hepatica secundaria a
la obstruccion de la via biliar.
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La respuesta del higado de los roedores a la lesién obstructiva biliar
implica su reprogramacion transcripcional, favoreciendo la activacién de
genes reguladores del metabolismo, de la proliferacién celular y de la
remodelacién de la matriz de forma secuencial y limitada en el tiempo
(Campbell y cols. 2004; Wang vy cols. 2005). Aunque se produce una
activacion predominante de genes metabdlicos en todas las fases
posteriores a la ligadura del colédoco, desde una fase inmediata (1 dia)
hasta una fase tardia (21 dias), la afectacién de vias metabdlicas especificas
es diferente dependiendo de la duracién de la obstruccidon (Campbell y cols.
2004). En tanto que algunos genes son activados en el periodo precoz de la
colestasis, por ejemplo genes implicados en la disrupcion del metabolismo
lipidico y en la fibrosis, otros genes, como son los implicados en
mecanismos de proteccion celular frente a la agresidon por acumulacién
toxica de acidos biliares, son inhibidos (Kojima y cols. 2004).

Después de la ligadura del colédoco el higado de la rata sufre severas
alteraciones hemodinamicas, portales y arteriales, que pueden comportar
lesiones por isquemia-reperfusidn y estrés oxidativo (Huang y cols. 2009;
Yang y cols. 2012; Oguz y cols., 2012). El aumento de la resistencia
vascular en el sistema portal hepatico secundario a colestasis extrahepatica
produce hipertension portal (Ohara y cols. 1993; Li y Yang, 2005; Van
Steenkiste y cols. 2010) e isquemia hepatica, asociadas a una sintesis
deficitaria del enzima O6xido nitrico sintasa-inducible (eNOS) y de o6xido
nitrico (NO) (Bardn y cols. 2000; Lee y cols., 2010).

La via biliar es vascularizada por el plexo peribiliar (Gaudio y cols.
1996; Li y cols. 2007; Toki y cols. 2011), localizado alrededor de los
conductos biliares de menor calibre, haciéndose asi progresivamente mas
estrecho y mas simple (Gaudio y cols. 1996). Estas caracteristicas del plexo
peribiliar permiten asumir que el aumento de presién intraductal con
dilatacion de la via biliar en la colestasis extrahepatica podria comprimir el
plexo peribiliar con la consiguiente isquemia de la via biliar. Sin embargo,
se ha descrito que después de la disminucién del flujo sanguineo a través
de la vena porta se produce un aumento del flujo arterial hepatico o
"hepatic arterial buffer response” (Lautt, 1983). Ademas, dos semanas

después de ligadura del colédoco en la rata se produce una proliferacion
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significativa del plexo peribiliar, que drena por pequefas vénulas en ramas
de la vena porta y en los sinusoides hepaticos (Gaudio y cols. 1996). A su
vez, la lesidon por isquemia-reperfusion ha sido implicada en la patogénesis

de la colestasis intrahepatica (Tanaka y cols. 2006; Toki y cols., 2011).

Las ratas con ligadura del colédoco sufren una excesiva acumulacion
de acidos biliares hidrofébicos que son considerados la causa principal de
hepatotoxicidad (Gartung vy cols., 1996; Poli, 2000). Ademas, se produce
un deterioro parcial de las funciones de la cadena transportadora de
electrones mitocondriales y estrés oxidativo (Poli, 2000; Huang y cols.
2003). La retencidén y el acumulo de sales biliares hidrofdbicas (tauro- y
glicogquenodesoxicolato) puede inhibir la actividad antioxidante hepatica de
catalasa, glutation peroxidasa, glutation reducido y superdxido dismutasa,
asi como inducir necrosis hepatocitaria al activar la permeabilidad de la
membrana mitocondrial (Orellana y cols. 1997; Wang y cols. 2007;
Portincasa y cols. 2007; Assimakopoulos, 2007; Arduini y cols. 2011).
Existe por tanto una estrecha relacion entre la ictericia obstructiva
experimental y el estrés oxidativo (Orellana y cols. 1997; Assimakopoulos y
cols. 2004; Wang y cols. 2007). 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
formacion de especies reactivas del oxigeno (ROS) (Soylu y cols. 2006;
Assimakopoulos y cols. 2007; Portincasa y cols. 2007; Tahang y cols.
2007).

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 a la incorrecta
utilizacién del oxigeno por la hepatotoxicidad de las sales biliares,
constituirian factores etioldgicos esenciales de la inhibicién del metabolismo
energético hepatico. Como consecuencia, el higado reduce su capacidad
funcional para poder satisfacer las necesidades metabdlicas tisulares. La
lesion oxidativa hepatica podria disminuir el contenido intracelular de

proteinas que participan en la sintesis energética y en las funciones de
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membrana, como son las proteinas reguladoras del transporte de HZO e

iones (Portincasa y cols. 2007), lo cual induciria edema intersticial y celular.
Ademads, el aumento de peroxidaciéon lipidica hepatica, un marcador de
estrés oxidativo (Portincasa y cols. 2007), puede relacionarse con el
aumento de la permeabilidad de membrana, el aumento de la degradacion
de los componentes de la matriz extracelular y el edema (Kenett y Davies,
2007).

La acumulacién intersticial de fragmentos de glicosaminoglicanos
(GAGSs) seria un importante mecanismo de la formacion del edema debido a
las propiedades hidrofilicas de GAGs, en particular de hialuronan (Day y de
la Motte, 2005; Cantor y Nadkarni, 2006; Stein y cols. 2006; Kennett y
Davies, 2007; Yung y Chan 2007; Bartlett y cols. 2007; Jiang y cols. 2007).
GAGs son largas cadenas de polisacaridos no ramificadas compuestas de
unidades repetidas de disacaridos que tienden a adoptar conformaciones en
espiral, muy extendidas y que ocupan un gran volumen en relacidon 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 (Alberts y cols. 1983; Rodees y Simons, 2007; Jiang y cols.
2007; Solis-Herruzo y cols., 2011). En situaciones de inflamacion
hialuronan es mas polidisperso y tiende a formas de menor peso molecular,
favoreciendo asi la infiltracién edematosa de los tejidos (Jiang y cols. 2007),
el flujo del liquido intersticial y el gradiente de presion del sistema linfatico
(Chen y Fu, 2005).

Ademas, la tensién mecanica producida por la ligadura del colédoco
puede alterar por mecanotransduccion la remodelacién de los
proteoglicanos y de GAGs en el intersticio (Evanko y cols. 2007).
Virtualmente todos los 6rganos y tejidos estan organizados en jerarquias
estructurales y poseen una capacidad de respuesta mecanica inmediata
aumentando su rigidez en proporcién directa al estrés mecanico aplicado
(Ingber, 2006). La rigidez de la matriz extracelular y la tensién mecanica
gue resulta de la adhesidn celular a sustratos rigidos es fundamental para
determinar el fenotipo expresado por muchas células en cultivo (Bischofs y
Schwarz, 2003).
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En el modelo de fibrosis biliar por CCI4 en la rata se ha descrito la

induccién precoz de rigidez hepatica. Este aumento de la consistencia y/o
rigidez hepatica parece ser el resultado del aumento de la cantidad de
matriz neoformada, de la reticulaciéon de la matriz y, posiblemente de otras
variables desconocidas (Georges y cols. 2007). Este aumento precoz en la
rigidez hepdtica podria ser la causa de la diferenciacion de los
miofibroblastos en las patologias hepaticas (Georges y cols. 2007; Muddu y
cols. 2007). La expresién de la funcidon miofibroblasto aporta a las células
estrelladas hepaticas activadas la capacidad para comportarse como células
musculares lisas y, por consiguiente, responden a las sustancias vasoactivas
contrayéndose (Lee y Friedman, 2011). Ademas, la contraccién de las
células estrelladas activadas regula el diametro de la vascularizacion
hepatica y altera el flujo sanguineo y la presién hepatica (Winau y cols.
2008).

La adquisicion posterior en la evolucién del higado colestasico 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 hepatico (Azouz y cols. 2004; Morwood y Nicholson, 2006;
Szabo y cols. 2007; Muddu y cols. 2007; Winaw y cols. 2008). Sin
embargo, el espacio intersticial parece ser el que modula la actividad
inflamatoria de las células inmunes tras la ligadura del colédoco en la rata
(Aller y cols, 2008). En particular, los fragmentos de matriz extracelular y
sus receptores ejercen importantes efectos sobre las células inflamatorias v,
por ello, se considera que estan claramente implicados en la evolucion de la
respuesta inmune intersticial (Morwood y Nicholson, 2006; Adair-Kirk y
Sefior, 2007; Yung y Chan 2007). Las metaloproteasas de la matriz (MMPs)
son una familia de enzimas que degradan componentes de la matriz
extracelular que son expresadas en los tejidos inflamados (Cuenca y cols.
2006; Malemud, 2006; Zitka y cols., 2010; Loffek y cols., 2011;) y, en
particular, en el higado colestasico (Roelo y cols. 1997; Harty y cols. 2005;
Bergheim y cols. 2006). La destruccién enzimatica de la matriz extracelular
cursa con la liberacién inmediata de los mediadores secuestrados en dicha
matriz (Stern y cols. 2006; Yung y Chan, 2007).
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Los fragmentos de la matriz extracelular estadn constituidos por
moléculas con funciones proinflamatorias que pueden potenciar la respuesta
inmune activando la respuesta inmune innata y la adquirida (Morwood y
Nicholson, 2006). Asi, las proteinas de la matriz extracelular y el hialuronan
ejercen una funcidn proinflamatoria uniéndose a los receptores Toll-like
TLR-4 y TLR-2 (Szabo y cols. 2007), con activacién del complejo regulador
transcripcional NFaB/IkBa y la produccion de citoquinas proinflamatorias,
como TNF-a e IL-1B, y de quimioquinas que inducen la activacion y el
reclutamiento intersticial de leucocitos (Morwood y Nicholson, 2006). Los
linfocitos T, una vez activados, se polarizan hacia la produccion de distintos

perfiles de citoquinas (Zhu y cols., 2010; Yagi y cols., 2011). El tipo 1 (Thl)
sintetiza interferéon y (IFN-y) e IL-2 vy, los de tipo 2 (Thz) producen IL-4, IL-
5, IL-9, IL-10 e 1IL-13. Las citoquinas Th2 estan implicadas

fundamentalmente en la mediacion de la inflamacién alérgica y los
trastornos fibroproliferativos créonicos (Azouz y cols. 2004).

Los macrofagos residentes en el higado, o células de Kupffer, se
localizan fundamentalmente en el area periportal del lobulillo y, debido a su
localizacidon, podrian desempenar un papel fundamental en la lesidn
secundaria a isquemia-reperfusién (Kolios y cols. 2006; Abu-Amara y cols,
2010; Jaeschke y cols., 2012). Pero las células de Kupffer estan también
implicadas en la inflamacién hepatica que produce la colestasis mediante la
liberacidn 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).

Las células de Kupffer estdn claramente afectadas en la obstruccién
biliar (Minter y cols. 2005; Abraham y cols., 2008; Zandieh y cols., 2011;
Cheng y cols., 2011) y muestran una activacién de la fagocitosis y una
marcada respuesta proinflamatoria frente a endotoxina y a la proteina de
union a lipopolisacarido (lipopolysacharide-binding protein, LBP), ambas
aumentadas en colestasis extrahepatica (O’'Neil y cols. 1997; Minter y cols.
2005; Kolios y cols. 2006; Isayama y cols. 2006; Minter y cols., 2008;
Kassel y cols., 2011). La hipersensibilidad a endotoxina en colestasis es la

causa de la sintesis aumentada de citoquinas proinflamatorias y del
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aumento de la peroxidacién lipidica (Harry y cols. 1999; Isayama y cols.
2006; Abraham vy cols., 2008), con agravamiento de la apoptosis que,
finalmente progresa a necrosis (Moazzam y cols. 2002; Iida y cols., 2010).
Sin embargo, la deplecién de células de Kupffer agrava la inflamacién y la
necrosis hepatocelular en ratones con colestasis (Gehring y cols. 2006). La
respuesta proinflamatoria inducida por LPS en ratas con ligadura de
colédoco es inhibida por lipoproteinas de alta densidad (HDL), que, a su
vez, inhibe las vias proinflamatorias hepaticas, restaura la actividad de

eNOS vy reduce la presion portal (Thabut y cols. 2007).

La inflamacién se asocia siempre a la infiltracion intersticial por
leucocitos, un proceso que es regulado por quimioquinas (Aller y cols. 2006;
Manovani y cols., 2011). En la colestasis extrahepatica
monocitos/macroéfagos infiltran el higado, que hiperexpresa a su vez
proteina quimioatractora de monocitos (monocyte chemoatractant protein,
MCP-1), una quimioquina CC y, como resultado éstos monocitos favorecen
la respuesta inflamatoria (Imamura y cols. 2005; Sigal y cols., 2010).
Ademas, la colestasis extrahepatica estimula la sintesis de quimioquinas
CXC que son, en parte, responsables de la infiltracidén de los tractos portales
por neutroéfilos (Saito y cols. 2000; Gujral y cols. 2003; Patsenker y cols.,
2008; Aller y cols 2010a).

Los neutréfilos son componentes esenciales de la respuesta
inflamatoria precoz a la agresion que sufre el higado por colestasis
(Shivakumar y cols. 2004; Laschke y cols., 2010; Jaeschke 2011). En la
colestasis extrahepatica experimental la infiltracion intersticial por
neutrofilos ocurre ya a los tres dias de la ligadura del colédoco (Levy y cols.
1993; Gujral y cols. 2003; Georgiev y cols. 2008). Las células del epitelio
biliar contribuyen a la inflamacion produciendo quimioatractantes de
neutrofilos (Saito y Maher, 2000; Dold y cols., 2010). Ademas, las células
de Kupffer activadas por la endotoxemia portal secundaria a colestasis,
estimulan la liberacién de quimioquinas por los hepatocitos, lo cual implica a

su vez la infiltracidon por neutrofilos (Wakabayashi y cols., 2008)
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En esencia, la inflamacidn crénica hepdtica y la fibrogénesis
constituyen un agregado dinamico de linfocitos, macréfagos y células del
estroma relacionadas por interacciones autocrinas y paracrinas (Holt y cols.,
2008). En ratas con ligadura de colédoco a largo plazo persiste una
importante migracion celular alrededor de la triada portal y de la vena
central que se asocia con un aumento de citoquinas proinflamatorias en el
higado (Ferndndez-Martinez y cols. 2008). Sin embargo, las citoquinas
proinflamatorias inducen una respuesta hepatocitaria heterogénea al
estimulo colestasico con una inhibicidn selectiva de los hepatocitos de la
zona periportal (Donner y cols. 2007).

Ambos tipos celulares presentes en el intersticio hepatico, las células
estrelladas y los miofibroblastos, tienen la capacidad de expresar un
fenotipo inmune. En particular, las células estrelladas hepaticas 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 adhesién leucocitaria (ICAM-1, VCAM), que son
necesarias para el reclutamiento y la activacién de los leucocitos en el
intersticio (Bataller y Brenner, 2005; Rockey, 2006; Iredale, 2007;
Gressner y cols. 2007; Friedman, 2008; Wasmuth y cols, 2010; Wasmuth vy
Weiskirchen, 2010). El alojamiento de leucocitos en el espacio intersticial
hepatico es favorecido por las células estrelladas hepaticas ya que éstas
células expresan MMPs, lo cual aumenta la degradacion de la matriz
extracelular (Rockey, 2006; Gressner y cols. 2007; Aller et al 2010a; Day y
cols. 2011). Por lo tanto, las células estrelladas hepaticas cambian su
fenotipo contractil a un fenotipo inmune. Se considera que éstos dos
fenotipos estan intimamente relacionados, e incluso son interdependientes
(Rockey, 2006).

La infiltracion del higado colestdsico por células inflamatorias
(monocitos, neutrdéfilos) también seria secundaria a traslocacién bacteriana
intestinal. Endotoxinas y bacterias de procedencia intestinal alcanzarian el
higado en elevadas concentraciones como consecuencia del aumento de la
permeabilidad de la barrera mucosa intestinal (Balzan y cols. 2007). La
traslocacion bacteriana intestinal es una complicacion de la hipertensién

portal y, por consiguiente, se produce en ratas con ligadura de colédoco
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(Garcia-Tsao y Wiest, 2004; Sztrymf y cols. 2005; Karatepe y cols., 2010;
Huang y cols., 2011). Las bacterias que colonizan la luz intestinal
constituyen un gran reservorio de productos microbianos, como LPS,
endotoxinas y otros fragmentos de la pared bacteriana, que son capaces de
inducir la sintesis de citoquinas proinflamatorias (Garcia-Tsao y Wiest,
2004). Por lo tanto, la traslocacion bacteriana es un mecanismo
etiopatogénico de infecciones bacterianas en la colestasis experimental
(Sztrymf y cols. 2005; Abdeldayem y cols., 2007). El aumento de la
produccion de TNF-a puede inducir traslocacidn bacteriana en ratas con
cirrosis y ascitis ya que el bloqueo de TNF-a es capaz de inhibirlo sin
aumentar la incidencia de infecciones sistémicas (Sztrymf y cols., 2004;
Francés y cols. 2007; Aller y cols. 2010b; Corradi y cols., 2011)

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 (Kurz y cols. 2003; Davis y cols., 2011; Geudens y Gerhardt,
2011). Aunque el objetivo final de la proliferacion endotelial es formar
nuevos vasos sanguineos para el transporte de oxigeno, sustratos y células
sanguineas (fase vascular), el endotelio posee otras funciones antes de que
los nuevos vasos se desarrollen (fase prevascular) (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 una funcién anti-inflamatoria. Dichas
propiedades, anti-oxidantes y anti-inmunes, favorecerian la resolucion, asi
como la progresion al fenotipo angiogénico vascular (Aller y cols. 2007b). La
angiogénesis requiere la migracion de células endoteliales al espacio
intersticial, con la consiguiente proliferacidon y diferenciacion en capilares
(Aller y cols. 2007b).

En ratas con ligadura de colédoco la proliferacion de los conductillos
biliares, como ocurre en la organogénesis hepatica, precede a Ila
proliferacion de los microvasos que los vascularizan. Después de una
semana de ligadura de colédoco, a pesar de la intensa proliferacién biliar, el
plexo arterial peribiliar mantiene su arquitectura normal. Por el contrario,

después de 2 a 4 semanas de evolucién se desarrolla una significativa
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proliferacion de la microvascularizacién que se extiende desde el plexo
peribiliar de los tractos biliares (Gaudio y cols. 1996; Glaser y cols, 2009;
Glaser y cols., 2011).

El papel fundamental que ejercen los colangiocitos en la angiogénesis
que ocurre después de la ligadura del colédoco en la rata ha sido
corroborado al asociar la ligadura de la arteria hepatica a la colestasis por
ligadura del colédoco. En ésta situacién, el higado sufre un aumento de la
apoptosis de colangiocitos, se altera la proliferacion de los colangiolos con
disminucién de la secrecién de factor de crecimiento de endotelio vascular
(vascular endothelial 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. 2006). Igualmente,
en el trasplante de higado en el ser humano la regeneracién biliar se
produce a expensas de una proliferacidn inicial del compartimento epitelial,
seguido del compartimento vascular que parece ser inducido por la

expresion epitelial de VEGF-A (Van den Heuvel y cols. 2006).

5. LAS CELULAS CEBADAS COMO MEDIADORAS DE INFLAMACION Y
FIBROSIS

En la produccion de la fibrosis biliar secundaria a colestasis
extrahepatica por ligadura y seccién del colédoco han sido implicados
mediadores de los sistemas nervioso: norepinefrina; inmune: citoquinas,
quimioquinas y factores de crecimiento, y endocrino: el sistema renina-
angiotensina. A su vez, la fibrosis hepatica que se produce en roedores tras
la ligadura y seccién del colédoco es la consecuencia de un proceso
inflamatorio de origen biliar (Kershenobich y Weissbrod 2003; Li y Crawford
2004; Allen y cols., 2011) cursando, por lo tanto, con las alteraciones
propias de la inflamacidn: estrés oxidativo y nitrosativo y deterioro de la
actividad antioxidante, edema de los tractos portales, activacién de los
macréfagos hepaticos y reclutamiento de células inflamatorias, en particular
infiltracion neutrofilica de los espacios periductulares hepaticos y de células

cebadas en los espacios porta y en los septos portales en la vecindad de los
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capilares del plexo arterial peribiliar (Rioux et al. 1996; Takechita y
Shibayama 2005). En este sentido, la fibrosis biliar es similar al proceso de
reparacion tisular que ocurre en la curacion de las heridas y que se
caracteriza por acumulo de proteinas de la matriz extracelular, en particular
de colageno (Aller y cols, 2008a)

Aunque todas las células hepaticas tienen un potencial fibrogénico,
son las células estrelladas hepaticas las principales productoras de colageno
en el higado. Sin embargo, en tanto que las células estrelladas hepaticas
activadas son el principal tipo celular fibrogénico en las areas pericentrales,
los miofibroblastos portales pueden predominar cuando la lesién hepatica
tiene lugar alrededor de los tractos portales, como es el caso de la
colestasis extrahepatica, en la cual se produce una intensa respuesta
fibrotica en los tractos portales (Lazaridis et al. 2004; Mormone y cols,
2011; Lee y Friedman 2011). De hecho, se ha demostrado que los
fibroblastos portales son capaces de transdiferenciarse en miofibroblastos
en modelos experimentales de fibrosis en roedores, tras ligadura del
colédoco, y en la cirrosis biliar humana (Kinnman y Housset, 2002; Kraglov
et al. 2006; Omenetti y cols., 2008, Omenetti y cols., 2011).

Las células cebadas o mastocitos estdan ampliamente distribuidas por
practicamente todos los tejidos vascularizados del organismo, donde se
localizan en estrecha proximidad con los vasos sanguineos y los nervios
(Galli y cols. 2005). Son especialmente abundantes en los lugares
anatdmicos que estan directamente expuestos al medio ambiente, como
son el tracto gastrointestinal, la piel y las vias aéreas (Galli y cols. 2005;
Metz y cols. 2007). Se ha demostrado que las células cebadas estan
presentes en el higado, tanto en condiciones normales como patoldgicas en
el ser humano y en la rata (Farrel y cols. 1995; Rioux y cols. 1996).
Multiples estudios han comprobado que los mastocitos estan implicados en
diversas hepatopatias (Farrel y cols. 1995; Armbrust y cols. 1997;
Yamashiro y cols. 1998; Matsunaga y Terada, 2000), demostrandose asi
gue éstas células inmunes tienen un papel mas amplio de lo que se pensaba
originalmente (Franceschini y cols. 2006).

Las células cebadas contienen histamina, heparina, serinproteasas,

como quimasa Yy triptasa, y citoquinas multifuncionales (Theoharides y cols.,
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2012), que son importantes mediadoras de los procesos de cicatrizacion y
curacion de las heridas (Artuc et al. 1999). Por lo tanto, las células cebadas
desempefian un papel clave en la remodelacidn tisular y la fibrosis. Diversos
mediadores sintetizados por estas células, como triptasa, TGF-B y TNF-aq,
pueden inducir la proliferacién de fibroblastos y de células estrelladas
hepaticas y la sintesis de coldgeno por distintos tipos celulares (Gordon y
Galli 1994; Gara et al. 2002; Vliagoftis y Befus 2005). Las células cebadas
producen ademas metaloproteasas de la matriz (MMP-1, MMP-2 y MMP-9),
asi como inhibidores tisulares de MMPs (TIMP-1) (Atamas y White 2003), lo
cual indica que estan también implicadas en la degradacidon de la matriz
extracelular, contribuyendo por tanto a un desequilibrio entre su sintesis y
su degradacion (Armbrust et al. 1997).

Las células cebadas activadas producen gran cantidad de factores
fibrogénicos y quimiotacticos que inducen la proliferacion de los fibroblastos
y la sintesis de colageno (Welle 1997; Valent et al. 1998). Las células
cebadas, por tanto, contribuyen a la fibrosis, remodelaciéon y reparacion
tisular y se acumulan en la enfermedad inflamatoria intestinal en el ser
humano, incluyendo la colitis ulcerosa, el sindrome de intestino irritable y la
enfermedad de Crohn (He 2004), asi como en la enteropatia hipertensiva
portal en la rata (Diez-Arias et al. 1991; Prieto et al. 2005). Ademas, las
células cebadas estan implicadas en el desarrollo de fibrosis en patologias
del cartilago articular, la piel, el pulmén, el rifidn y el higado (Armbrust et
al. 1997; Kondo et al. 2001).

En el higado se acumulan células cebadas en multiples enfermedades
(Fallerel et al. 1995), como son la hepatopatia alcohdlica, la cirrosis biliar
primaria, la colangitis esclerosante primaria, la atresia biliar, la
hepatolitiasis, el rechazo crénico del injerto hepatico y en la colestasis biliar.
Al igual que en otros o6rganos y tejidos, en el higado las células cebadas
deben estar implicadas en la respuesta inmune local y en el mantenimiento
y la reparacién del tejido conectivo (Pepys y Edwards 1979).

En el higado, las células cebadas secretan varios mediadores que
promueven el crecimiento y la proliferacion de los fibroblastos y que
estimulan la produccién de proteinas de la matriz extracelular por los

fibroblastos y las células estrelladas (Takeshita y Shibayama 2005). De
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hecho, existe una correlacion positiva entre el grado de acumulacién de
células cebadas y la extension del depdsito de matriz en pacientes con
hepatopatias crénicas (Fallerel et al. 1995). Incluso en la actualidad se
considera que la proliferacion ductular biliar, unido a la fibrosis y a la
infiltracion hepatica por células cebadas son los cambios caracteristicos de
la hepatopatia colestasica (Takeshita y Shibayama 2005).

Se ha comprobado que la degranulacion de las células cebadas esta
implicada en la disrupcion de los complejos motores celulares secundaria a
la acciéon de la colecistoquinina, por lo tanto, las células cebadas estan
activamente implicadas en el control fisiolégico y patoldgico de la motilidad
intestinal (Saavedra 2003), asi como en la permeabilidad de la mucosa
intestinal, en la adherencia bacteriana a la mucosa y en el inicio de la
inflamacion intestinal.

En el higado colestasico se produce la infiltracién por células
inflamatorias (monocitos, neutrdéfilos, células cebadas), en parte como
consecuencia de traslocacion bacteriana intestinal (Assima y cols. 2006).
Sin embargo, el origen de la respuesta inflamatoria podria estar localizada
en los propios colangiocitos, que sufren tanto la hiperpresion biliar y el
efecto téxico de los acidos biliares, como la posible isquemia secundaria a la
compresiéon del plexo arterial peribiliar (Nakamura y cols. 1997; Gaudio y
cols. 2006; Allen y cols., 2011). En éste sentido, la respuesta inflamatoria
inicial en los colangiocitos estimularia su proliferacion, activaria las células
hepaticas que poseen capacidad proinflamatoria (células de Kupffer y
macrofagos), induciria la angiogénesis secundaria a la isquemia arterial,
favoreceria la infiltracion portal por leucocitos y, finalmente promoveria la
fibrogénesis.

Las células cebadas participan en el desarrollo de fibrosis hepatica,
tanto en roedores como en el ser humano (Armbrust y cols. 1997;
Matsunaga y cols. 1999). La ligadura del colédoco en la rata, un modelo de
fibrosis hepatica (Kountouras y cols. 1984), cursa con un aumento de las
células cebadas en el higado (Mori y cols. 1966; Rioux y cols. 1996). Sin
embargo, todavia se desconoce el mecanismo por el cual las células
cebadas participan en el desarrollo de fibrosis. Ya que la ligadura del

colédoco en la rata produce una inflamacién hepatica (Ramadori y Suile,
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2004a) y muchos mediadores liberados por las células cebadas son pro-
inflamatorios (Galli y cols. 2005; Metz y cols. 2007; Theoharides y cols.,
2012), se podria especular que la activacién de las células cebadas influiria
en la fibrosis hepatica en el contexto de una respuesta inflamatoria croénica.
En este sentido, la fibrosis asociada a la remodelacion tisular, ambas
mediadas por los mastocitos, podrian ser una de las principales
consecuencias de la inflamacion hepatica cronica (Bachelet y cols. 2006;
Metz y cols. 2007). Por ello, se ha sugerido que la fibrogénesis hepatica se
asemeja a un proceso de cicatrizacion (Ramadori y Saile, 2004a; Ramadori
y Saile, 2004b; Aller y cols, 2008a)

Las interacciones entre las células cebadas y los fibroblastos son
fundamentales en la génesis de la fibrosis (Gruber, 2003; Albrecht y cols.
2005). Las células cebadas pueden comunicarse con los fibroblastos, lo cual
induce su activacidn y la subsiguiente modulacién de algunos aspectos de la
fibrosis (Albrecht y cols. 2005; Au y cols. 2007). Sin embargo, los
resultados de un estudio que utilizaba ratas Ws/Ws, deficientes en células
cebadas, sugirié que un aumento de células cebadas en el higado podria
estar asociado con fibrosis, pero que no era la causa (Sugihara y cols.
1999). Ademds, las células cebadas deben participar en la fibrinolisis
produciendo MMP-1 en los estadios tardios, tanto de la fibrosis como de la
cirrosis experimental (Jeong y cols. 2002). Ya que las terapias efectivas de
la cirrosis hepatica deben estar basadas en la comprensidon de su patogenia
(Friedman, 2007), un mejor conocimiento de ésta accion dual, pro- y anti-
fibrogénica de las células cebadas en la fibrosis biliar experimental seria de
gran interés.

Las células cebadas en el higado fibréotico pueden ademas estar
implicadas en la arterializacién hepatica ya que la estructura de los
sinusoides cambia y es similar a la de los capilares (Zimmermann y cols.

III

1999). Este cambio se denomina “capilarizacién sinusoidal” y las células
cebadas pueden ser elementos clave en éste proceso de transformacion de
las células endoteliales sinusoidales en células endoteliales de tipo capilar
(Zimmermann y cols. 1999; Franceschini y cols. 2006). La capilarizacién

altera el intercambio fisioldgico entre el plasma y los hepatocitos y es la
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causa principal del empeoramiento de la funcidon hepatica (Zimmermann y
cols. 1999).

La hiperplasia de las células cebadas se asocia con la proliferacidon
biliar durante la colestasis extrahepatica (Takeshita y Shibayama, 2005;
Franceschini y cols. 2006). Este hallazgo sugiere que la acumulacién de
células cebadas en las triadas portales puede estar implicada en la
proliferacion biliar. La recanalizacién del colédoco previamente ligado
comporta un incremento brusco y transitorio del ndmero de células
cebadas, que se asocia con un rapido aumento del niumero de células
epiteliales biliares apoptoticas. Asi, las células cebadas intersticiales
hepaticas pueden estar implicadas en la remodelacidon hepatica mediante la
induccién de apoptosis (Takeshita y Shibayama, 2005).

Por lo tanto, se podria especular que el papel de las células cebadas
en la colestasis extrahepatica experimental es doble, es decir, que cambia a
lo largo de la evolucidn del higado colestasico. En fases evolutivas precoces
las células cebadas participarian en el proceso proinflamatorio que induce la
proliferacidon biliar y la fibrogénesis (Rioux y cols. 1996). Sin embargo, la
colestasis prolongada al modificar el medio ambiente induciria un cambio en
el fenotipo de los mastocitos, promoviendo la fibrolisis al inducir
metaloproteasas y, subsiguientemente la degradacion de la matriz (Jeong y
cols. 2002). Este supuesto papel protector y antifibrético de las células
cebadas en la colestasis cronica explicaria el incremento persistente de su
numero durante la produccidn de fibrosis y/o cirrosis hepatica, que se
asocia con un marcado descenso de miofibroblastos y de macréfagos en las
regiones periportales (Jeong y cols. 2002). Las células cebadas, debido a su
localizacidn periportal, inducirian la apoptosis del epitelio biliar reduciendo la
apoptosis hepatocitaria y éste puede ser otro mecanismo por el cual las
células cebadas inducen una actividad antifibrogénica, asi como la
preservacion de los hepatocitos (Canbay y cols. 2004; Ghavami y cols.
2005).

Al corregir el imbalance epitelial producido por la colestasis entre los
dos tipos de células epiteliales hepaticas, biliar (proliferacién) vy
hepatocitario (apoptosis), los mastocitos intentarian limitar la fibrosis

caracteristica de la inflamacién hepatica crénica. Estas acciones protectoras
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pueden ser asumidas en algunas circunstancias por las células cebadas que
protagonizarian entonces el control de la inflamacién (Kinet, 2007). La
hiperexpresién de citoquinas proinflamatorias por los colangiocitos
colestasicos también podria regular tanto las alteraciones en la secrecién
biliar (Geier y cols. 2003) como la supervivencia de los propios colangiocitos
(Wolf y Vierling 1993).

La ligadura del colédoco en la rata causa la proliferacion biliar con
elongacién del arbol biliar, asi como su ramificacion (Nakanuma y cols.
1997; Masyuk y cols. 2001). A su vez, la proliferacién biliar induce la
proliferacidn vascular o angiogénesis. La via biliar se rodea de un plexo
vascular arterial que procede de las ramas de la arteria hepatica (Nakamura
y cols. 1997). Durante el desarrollo embrionario las células epiteliales
biliares migran a través del mesénquima y se transforman en tubulos
durante el estadio de formaciéon de la via biliar intrahepatica (Roberts y cols.
1997). A su vez, el plexo vascular arterial peribiliar se desarrolla y madura
en relacién con el tracto biliar. Sin embargo, en tanto la via biliar madura,
el plexo vascular periarterial permanece inmaduro y continda proliferando
hasta que alcanza su madurez a lo largo de la vida postnatal (Nakamura y
cols. 1997). En la colestasis extrahepatica la proliferacidon biliar también
parece preceder a la proliferacion vascular (Gaudio y cols., 2006). Tras la
ligadura del colédoco en la rata la proliferacién de colangiocitos es un
proceso rapido que consigue ocupar el 30% del total de las células
hepaticas, en tanto que en el higado normal los colangiocitos representan el
2% de la masa celular hepatica (Alvaro y cols., 2006). La proliferacion de
colangiocitos es modificada por neuropéptidos, factores de crecimiento y
hormonas. En particular, el factor de crecimiento de endotelio vascular
(VEGF) protagoniza la hiperplasia ductular. VEGF-A y VEGF-C aumentan en
los conductos biliares de ratas con ligadura del colédoco ya que pueden ser
secretados por los colangiocitos (Gaudio y cols., 2006). Puesto que VEGF
también regula la angiogénesis, parece légico suponer que los colangiocitos
proliferantes controlan, mediante la liberacion de VEGF, la formacion de un
plexo vascular que suministre sangre para cubrir las demandas funcionales

del epitelio biliar intrahepatico proliferante (Gaudio y cols., 2006)
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La inflamacidn de origen biliar también puede inducir la apoptosis de
los hepatocitos. La hiperproduccién de citoquinas (TNF-a) se ha asociado a
la apoptosis hepatocitaria (Ding y Yin, 2004). En los sindromes colestéasicos
destaca la activacion del factor de transcripcion NF-kB ya que las elevadas
concentraciones de acidos biliares en los hepatocitos activan NF-kB
(Miyoshi y cols. 2001; Zollner y cols., 2005). La activacion de NF-kB, a su
vez, promueve la expresion de ligandos asociados a muerte celular por las
células de Kupffer, como Fas y TNF, que son citotéxicos para el higado
(Nanji y cols, 1999; Ding y cols, 2004; Malhi y cols, 2006).

Las células progenitoras de células hepaticas 6 células madre también
podrian desempefar un importante mecanismo en la proliferacion biliar. En
lesiones hepaticas por D-galactosamina la regeneracién del higado ocurre a
expensas de células epiteliales biliares, denominadas células ovales, que
derivan probablemente de los canales de Hering. Ya que las células biliares
que proliferan expresan a-1-fetoproteina, esta reactivacion de genes fetales
ha planteado la existencia de un proceso de retrodiferenciacion en la
colestasis (Kuhlmann 2006).

En la colestasis extrahepatica la alteracion hepatica predominante es
la marcada proliferaciéon ductular con una infiltracion inflamatoria portal
moderada y apoptosis hepatocitaria (Sanchez-Patdan y cols, 2008a),
constituyendo un modelo experimental de fibrosis biliar a largo plazo (Aube
y cols. 2007; Sanchez-Patan y cols., 2008a).

La fibrosis hepatica post-ligadura del colédoco en roedores es la
consecuencia de un proceso inflamatorio de origen biliar (Kerhenobich y
Weissbrod, 2003; Li y Crawford, 2004). La fibrosis hepatica es la
acumulacidn excesiva de proteinas de la matriz extracelular entre las que se
incluye el colageno (Bataller y Brenner, 2005; Rockey 2006; Gressner y
cols. 2007). Un concepto fundamental respecto de la etiopatogenia de la
fibrosis hepatica es que éste proceso representa una respuesta de
cicatrizacion por parte del organismo frente a otra agresién que es similar a
la respuesta de otros 6rganos a una agresion recurrente (Rockey, 2006;
Aller y cols, 2008; Aller y cols, 2010c)

El estrés oxidativo y enzimatico y la infiltracidn por células

inflamatorias en la colestasis obstructiva experimental podrian estar
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implicados en la patogenia de la proliferacién de células epiteliales biliares y
en la reduplicaciéon y ramificacion de los conductos y conductillos biliares
(Kilicoglu y cols., 2008). Asi, se ha sugerido que el efecto hepatoprotector
de la miel en ratas con ligadura del colédoco podria ser secundario a sus
actividades antioxidante y anti-inflamatoria (Kilicoglu y cols., 2008).

Una intensa proliferacion biliar en los espacios porta caracteriza a la
colestasis extrahepatica microquirdrgica a largo plazo en la rata. Los
conductos biliares proliferantes invaden las zonas 1 y 2 del acino de
Rapapport, pero no la zona 3 o pericentral (Aller y cols., 2004) y ésta es la
razon de que sea considerada una proliferacion “atipica” (Alvaro y cols.,
2007).

En esencia, la respuesta fisiopatoldgica del higado cuando se alteran
tanto el flujo biliar (colestasis extrahepatica) como portal (capilarizacidon
sinusoidal e hipertensiéon portal) es la atrofia del area hepatica afectada y la
hipertrofia del &rea no afectada (Black y Behrus, 2002).
Histopatoldgicamente, el complejo atrofia-hipertrofia se caracteriza por
fibrosis septal en el higado atréfico con necrosis biliar en mosaico, apoptosis
y proliferaciéon ductular (Black y Behrus, 2002; Kilicoglu y cols. 2008).

Los colangiocitos son un epitelio bioldgicamente importante por los
multiples procesos celulares en los que participan, incluyendo el transporte
de agua, iones y solutos (Boger y Larusso, 2007). Estas células epiteliales
biliares han sido propuestas como la “diana” principal de los acidos biliares
en el higado. Los acidos biliares alteran significativamente la secrecién, la
proliferacidon y la supervivencia de los colangiocitos (Xia y cols., 2006). Asi,
los acidos biliares pueden antagonizar la pérdida de conductillos biliares
inducida por la denervacion colinérgica en la rata con ligadura de colédoco
(Marzioni y cols., 2006). Sin embargo, durante su intensa proliferacién en
colestasis  obstructiva, los colangiocitos adquieren un fenotipo
neuroendocrino y secretan multiples sustancias, entre las que se incluyen
neurotransmisores (serotonina) (Marzioni y cols., 2005), neuropéptidos
(péptidos opioides, como met-encefalina) (Muezi y cols. 2006; Mombeini y
cols. 2006; Nelson y cols. 2006; Marzioni y cols. 2007), hormonas
(prolactina) (Bogorad y cols. 2006) y sus receptores (estrégenos) (Alvaro y

cols. 2007) y factores de crecimiento, como el Factor de crecimiento similar
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a Insulina (Insuline-like growth factor, 1GF), el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (platelet-derived growth factor; PDGF), el factor de
crecimiento hepatocitario (hepatocyte growth factor, HGF), TGF-B y VEGF
(Marzioni y cols. 2006; Alvaro y cols. 2007). La activacion de células
progenitoras hepaticas en el higado colestasico es regulada por factores
neuronales y neuroendocrinos que modulan la biologia de los colangiocitos
malignos y no-malignos (Marzioni y cols. 2006).

La activacion de las células estrelladas hepaticas es un factor
patogénico clave en la produccion de fibrosis hepatica ya que los
miofibroblastos resultantes son principalmente responsables del ensamblaje
del tejido conectivo (Rockey, 2006; Gressner y cols. 2007; Proell y cols.
2007). Mdltiples y variados estimulos contribuyen a la induccién y el
mantenimiento de la activacién de las células estrelladas hepaticas, como
son el estrés oxidativo, los neurotransmisores (norepinefrina), la Cascada
Renina-Angiotensina, citoquinas (IL-4, IL-13), quimioquinas y factores de

crecimiento, p.ej. el factor de crecimiento transformador [31 (transforming
growth factor [31; TGFBI) y el factor de crecimiento de tejido conectivo

(connective tissue growth factor; CTGF) (Sedlaczek y cols. 2001; Rockey,
2006; Muddu y cols. 2007; Gressner y cols. 2007; Proell y cols. 2007;
Friedman, 2008; Sanchez-Patan y cols, 2008a). En particular, los radicales
libres de oxigeno son capaces de activar NF-kB y asi, la produccion de
citoquinas proinflamatorias (Aller y cols. 2004). Se estableceria por tanto
una relacién entre estrés oxidativo, inflamacion y fibrogénesis (Ramadori y
Smile, 2006b). Ademas, las células epiteliales que proliferan también son
una importante fuente de CTGF en la rata con fibrosis biliar (Sedlacze y
cols. 2001).

En la colestasis los acidos biliares inducen apoptosis de los
hepatocitos y se ha propuesto que dicha apoptosis facilita a su vez la
activacion de las células estrelladas hepaticas (Canbay y cols. 2002). Por lo
tanto, en la colestasis extrahepatica los acidos biliares estan implicados
tanto en la proliferacién biliar como en la fibrogénesis (Isayama y cols.
2006). Ademas, la endotoxemia presente en colestasis (Ingoldby y cols.

1984) también podria exacerbar la fibrogénesis hepatica. En ratones con
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colestasis extrahepatica, la administracién de LPS favorece la fibrogénesis

hepatica. Esta accion fibrogénica de LPS estd mediada por CD,,y TLR-4

(Toll-like receptor-4) y es estimulada por la proteina de unién a
lipopolisacéarido (l/ipid binding protein; LBP) (Isayama y cols. 2006). Ratones
con ligadura del colédoco y déficit de CD4 no expresan TNF-a, IFN-y, factor
inductor de macréfagos (macrophage induction factor, MIF), ni TGFB, una
citoquina con potente accion fibrogénica (Yang y cols. 2003; Isayama y
cols. 2006). Aunque la retencién de acidos biliares por si sola es suficiente
para producir lesién hepatocelular, proliferacién biliar, respuesta
inflamatoria moderada y discreta fibrosis, cuando se asocia a estimulo por

LPS, mediado por el receptor CD14 , se activan macroéfagos y aumenta la

sintesis de agentes oxidantes y de citoquinas y, en consecuencia, la fibrosis
(Isayama y cols. 2006).

Las células estrelladas hepaticas, al ser estimuladas por PDGF, por
factor de crecimiento epitelial (epithelial growth factor; EGF) vy TGFBl

expresan MMP-2, que induce su migracién. La migracion de las células
estrelladas hepaticas es dependiente de Integrinas ya que la administracion

de anticuerpos anti-integrinas aya, inhiben dicha migracién (Yang y cols.

2003). Otros mediadores que activan a las células estrelladas hepaticas son
neurotransmisores, como noradrenalina, que aumentan la expresion
hepatica de TGF-B, (Oben y cols. 2004), leptina (Ikejima y cols. 2003) y

angiotensina II, que no solo aumenta la fibrosis hepatica, sino que
promueve el estrés oxidativo, la inflamacidn y la trombogénesis (Bataller y
cols. 2005). Asi, las células estrelladas hepaticas son posteriormente
estimuladas de forma paracrina por trombocitos, leucocitos
polimorfonucleares, células cebadas y linfocitos que infiltran el higado, pero
también por células de Kupffer, células endoteliales sinusoidales vy
hepatocitos para diferenciarse en miofibroblastos (Szabo y cols. 2007;
Gressner y cols. 2007; Sanchez-Patan y cols., 2008a). Las células
estrelladas hepaticas podrian también tener su origen en la médula dsea y
adquirir el fenotipo miofibroblasto si estd presente el medioambiente

hepatico estresor adecuado (Gressner y cols. 2007; Friedman, 2008).
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El miofibroblasto hepatico es la principal célula responsable de la
promocion del depdsito de colageno fibrilar en el higado colestasico
(Bataller y Brenner, 2005; Gressner y cols. 2007). La gran plasticidad de los
miofibroblastos hepaticos sugiere que incluso podrian coexistir diversos
inmunofenotipos en la fibrosis biliar cronica, p.ej. portal, septal, intermedios
o de transicion y perisinusoidales (Cassiman y cols. 2002). La coexistencia
de transicién epitelio-mesenquimal del epitelio biliar o de los hepatocitos ha
sido también propuesta en ésta patologia (Sicklick y cols., 2006; Henderson
e Iredale, 2007; Friedman, 2008). La coexpresion de marcadores de células
epiteliales y mesenquimales por algunas células del higado adulto sugiere
que la existencia de transicidn epitelio-mesenquimal puede producirse
también durante la vida post-natal. En los higados fetales la transicidon
epitelio-mesenquimal constituye un mecanismo implicado en el desarrollo
hepatico (Ghagraoui y cols. 2003). Asimismo, algunos hepatocitos adultos
podrian ser capaces de sufrir una transicidon epitelio-mesenquimal ya que
progenitores epiteliales hepaticos, esto es, las células ovales, expresan
conjuntamente marcadores epiteliales y mesenquimales, en tanto que las
células estrelladas hepaticas pueden ser inducidas para que expresen genes
gue las confieren un fenotipo epitelial (Sicklick y cols. 2006). Se explicaria
asi que conductillos biliares proliferantes en nifios con atresia biliar
expresen el marcador mesenquimal a-SMA. Por lo tanto, la transicién desde
el fenotipo epitelial al fenotipo mesenquimal en la colestasis extrahepatica
constituiria un nuevo mecanismo productor de fibrosis (Zavadil y cols.
2005; Sicklick y cols. 2006).

Dada la plasticidad de las células estrelladas hepaticas y de las
células del parénquima hepatico (eje hepatocito-colangiocito), puede
hipotetizarse que durante la evolucion del higado colestasico éstas células
pueden expresar los mismos fenotipos que se suceden en la respuesta
inflamatoria post-traumatica (Aller y cols. 2004; Aller y cols. 2006): un
fenotipo de isquemia-reperfusiéon (hipdxico), un fenotipo leucocitario (con
respuesta pro y anti-inflamatoria) y, por ultimo, un fenotipo angiogénico
con proliferacién biliar y fibrosis.

Durante estas fases evolutivas los colangiocitos podrian adoptan un

comportamiento similar a las células tumorales con una complejidad
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metabdlica progresiva (neuroendocrina), que se asocia a una complejidad
estructural creciente. En éste supuesto, el tipo de tumor que se desarrolla
seria benigno, a pesar de su importante capacidad para invadir el
parénquima. Este tumor biliar atipico parece capaz de inducir una respuesta
inflamatoria en el higado remanente o “higado hepatocitario del huésped”.
Ademas, es posible que éste higado compuesto por hepatocitos del huésped
pueda participar en el desarrollo del tumor biliar por un proceso
denominado desmoplasia. Esto consiste en células fibroblasticas y matriz
extracelular, elementos inflamatorios de respuesta inmune, representados
por linfocitos, macrofagos y células dendriticas, con angiogénesis,
evidenciada por los vasos sanguineos neoformados (Marcel y Lamy, 2003).
En esencia, todos los elementos que constituyen la respuesta inflamatoria
participan en ésta “reaccién del higado del huésped”, que puede tener un
objetivo trofico para el desarrollo del tumor colestdsico biliar. La
persistencia de ésta respuesta inflamatoria durante una evolucidn mas
prolongada induciria un grado mas intenso de desdiferenciacion tumoral
(Arias y cols. 2005; Arias y cols. 2006; Arias y cols. 2007), produciendo una
transformacién celular maligna como ocurre en el ser humano cuando se
produce un cancer de la via biliar o colangiocarcinoma (Marzioni y cols.
2006; Yang y cols., 2011)

6. KETOTIFEN: UN FARMACO ESTABILIZADOR DE LAS CELULAS
CEBADAS

El fumarato de ketotifén se designa quimicamente como 4-(1-
metilpiperidin-4-ylideno)-4,9 dihidro-10H-benzo [4,5] ciclohepta [1,2-b]
tiofén-10-1 hidrogeno (E)-butanodieno, su formula es Ci9H;9NOS.C4H,0,4 ¥
su masa molecular 425.5g.mol?’ (Mihun y cols., 1984; British
Pharmacopoeia 2009; Frag y cols., 2011). Ketotifén es un potente y
selectivo antagonista H1 no competitivo (Martin y Roemer, 1997;
Abounassif y cols., 2005) que actla directamente sobre la membrana
celular de las células cebadas estabilizando su estructura al evitar la fusidn
implicada en la exocitosis y, por lo tanto, previene la liberacién de

mediadores inmunoldgicos (Gilles et al, 2003; Greiner y cols., 2003).
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Ketotifén es bien absorbido tras su administracidon oral, alcanzando
sus concentraciones plasmaticas un pico a las 2-4 horas (Grant et al, 1990).
La biotransformacion de ketotifén es realizada por los microsomas hepaticos
utilizando cuatro rutas metabdlicas en el ser humano: demetilacién, N-
oxidacion, N-glucuronidacion y cetorreduccion (Le Bigot y cols., 1983;
Breyer-Pfaff y cols., 2010). El aclaramiento plasmatico del farmaco es
bifasico, con una vida media de eliminacidon de 22 horas en el ser humano
adulto (Grant et al, 1990). Sin embargo, existen diferencias de especie
respecto del metabolismo de ketotifén y en la rata es metabolizado por los
hepatocitos mds rapidamente que en el ser humano (50 nmoles/h/10° cél.
vs 12 nmoles/h/10° cél.) (Le Bigot et al, 1986).

Este farmaco produce minimos efectos colaterales y su administracion
comun por via oral ha facilitado su uso en la clinica humana desde hace
muchos afios (Bassler y cols, 2004; Repchinsky y cols., 2006). Ademas,
ketotifén puede ser administrado con seguridad por via sistémica vy
numerosos estudios han permitido mejorar la permeabilidad cutdnea de
éste farmaco haciendo posible su aplicacién tdpica en asma y procesos
alérgicos (Chiang y cols., 1998; Bhattacharya y Ghosal; 2001; Inoue y
cols., 2005). Estos estudios permitiran en el futuro la aplicaciéon local de
ketotifén en el ser humano, administrandolo directamente en la zona
cutdnea lesionada para reducir la cicatrizacidon excesiva, las contracturas
patoldgicas y, en definitiva mejorar la calidad de vida de los pacientes. En
particular, los hallazgos obtenidos al estudiar modelos experimentales en el
cerdo permiten garantizar la realizacion en el futuro de estudios clinicos con

ketotifén en los pacientes quemados.

Para facilitar su administracidn por via intraperitoneal y evitar su
rapida biodegradacion, ketotifén ha sido encapsulado en microesferas de
Poli (D, L-lactido) y de Poli (D, L,-lactido-co-glicdlido). Después de su
administracion intraperitoneal las microesferas se detectan en el tejido
adiposo y se comprueba la liberacion eficaz de ketotifén (Guerrero y cols.;
2008). El disefio de microesferas con ketotifén ha permitido utilizar con

éxito ésta via de administracion en la profilaxis y el tratamiento de la
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respuesta inflamatoria secundaria a la hipertensién portal en la rata

(Sanchez-Patan y cols., 2008a; Sanchez-Patan y cols., 2008b).

Ketotifén posee una actividad citoprotectora gastrointestinal y es
antiinflamatorio (Schoch, 2003; Penissi y cols. 2003) y es un farmaco
profildctico muy util en el asma bronquial, la rinitis alérgica vy otras
enfermedades alérgicas. En éste sentido, ketotifén ha demostrado su
efectividad en la inflamacién de las vias aéreas al inhibir la sintesis vy
liberacién de quimioquinas Thl y Th2 por monocitos tras su estimulacién
por LPS. Asi, disminuyen la quimioquina derivada de macréfagos
(Macrophage-derived chemokine; MDC), una quimioquina de tipo Th2
implicada en el reclutamiento de células Th2 hacia las areas de inflamacion
expuestas al alergeno, pero también las quimioquinas Thl monoquina
inducida por interferén-y (monokine induced by interferon-gamma;
MIG/CXCL9) y proteina-10 inducible por interferon (interferon-inducible
proteina 10; IP-10/CXCL10). Este efecto supresor de ketotifén sobre la
liberacibn de MDC e IP-10 esta mediado, al menos en parte, por la
inhibicion de la expresién de de p38- y ERK-mitogen-activated proteina
kinase (MAPK) (Hung y cols., 2007). Ketotifén ha demostrado ademas su
capacidad para eliminar la ascitis y las adenopatias abdominales en
pacientes con Sindrome Hipereosinofilico Idiopatico, una patologia sistémica
caracterizada por la infiltracién eosinofilica que suele afectar al tracto
gastrointestinal (Tang y cols., 1997; Casella y cols., 2011).

Ademas ha demostrado su accidén terapéutica en el colon irritable, la
colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn (Jones, 1998; Klooker y cols.,
2010; O'Sullivan, 2011; Ford y Talley, 2011), asi como en diferentes
modelos experimentales de colitis, reperfusidon intestinal y de ileo
postoperatorio (De Jonge et al, 2004; Serra y Vergara, 2006; The y cols.
2009). La administracién de ketotifén a ratas expuestas a la accién crénica
de ovoalbiumina reduce significativamente la infiltracion intestinal por
células cebadas y el contenido de RMCP-II, bloqueando la hipermotilidad
intestinal asociada a éste modelo de inflamacién alérgica intestinal. Estos
resultados avalan la relevancia de las células cebadas en la actividad

motora del tracto gastrointestinal (Traver y cols., 2010). Ademas, ketotifén

33



Introduccion

también ejerce una accidén beneficiosa en la diarrea producida por el colera,
gque implica la liberacion de mediadores pro-inflamatorios, como citoquinas,
prostaglandinas y oxido nitrico. Asi se evidencia el importante papel que
también tienen las células cebadas en la secrecion intestinal (Rocha y
cols., 2003).

Ketotifén tiene la capacidad de reducir significativamente las
alteraciones de la microcirculacién que se producen en la mucosa intestinal
como consecuencia de la inflamacidon producida por la administracién de
farmacos como la indometacina, lo cual indica los efectos de la
degranulacion de las células cebadas en la patologia inflamatoria intestinal
(Ruh vy cols, 2000).

La degranulacion de las células cebadas pancreaticas tienen un
importante papel en la activacidén de la respuesta inflamatoria local y
sistémica en las fases iniciales y en la progresién de la pancreatitis aguda
(Lépez-Font y cols., 2010). Por ello, la administracion de farmacos
estabilizadores de mastocitos, como ketotifén, en ratas con pancreatitis
aguda disminuye el acumulo de células cebadas en el pancreas, reduce el
edema, la infiltracidn por neutrofilos, los niveles séricos de amilasa y la
actividad de mieloperoxidasa. La accion protectora de ketotifén en esta
patologia se atribuye al bloqueo de la degranulacién de las células cebadas
y, por tanto de la liberacién de mediadores proinflamatorios, y a la
estimulacién de la sintesis de NO (Yonetci y cols., 2001; Lopez-Font y cols.,
2010).

Curiosamente, ketotifén también ejerce efectos metabdlicos
beneficiosos, lo cual ha permitido plantear la estabilizacion de las células
cebadas como una nueva opcién terapéutica en la obesidad y la diabetes
(Wang y Shi, 2011). El tejido adiposo blanco de los pacientes obesos
contiene un gran numero de células cebadas y los niveles séricos de
triptasa en estos pacientes son también mas elevados que en sujetos
normales. Por eso, la estabilizacidn de las células cebadas con ketotifén
aumenta el gasto energético, mejora la sensibilidad periférica a la insulina y

reduce la ganancia de peso corporal (Wang y Shi, 2011). Igual que los
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macrofagos y los linfocitos T, los mastocitos son células inflamatorias que
participan en la etiopatogenia de multiples enfermedades inflamatorias,
como las alteraciones cardiovasculares y los trastornos metabdlicos. De
hecho, en modelos experimentales se ha comprobado recientemente la
participacion de las células cebadas en la obesidad y la diabetes tipo 2
(Wang, y Shi, 2011). Aunque los mecanismos por los que las células
cebadas participan en la patobiologia de estas enfermedades metabdlicas
aun no se conocen completamente, la administracién de farmacos
estabilizadores de estas células constituyen una esperanza para estos
enfermos que padecen estas patologias inflamatorias crénicas de gran
prevalencia en la actualidad (Zhang y Shi, 2012; Xu y Shi, 2012).

La estabilizacién de las células cebadas con diversos farmacos, entre
ellos ketotifén mejora la supervivencia en los pacientes con sepsis al inhibir
la liberacidn extracelular de high mobility group box 1 HMGB1 a la
circulacién sistémica por las células apoptéticas (Ramos y cols., 2010). En
un modelo de peritonitis séptica por punciéon y ligadura del ciego se ha
demostrado que la degranulacidn sistémica de las células cebadas aumenta
la mortalidad (Seeley y cols., 2011) Estos hallazgos confirman Ia
participacion de las células cebadas regulando la muerte celular en la sepsis
y representa una alternativa terapéutica para la patologia infecciosa en la
clinica humana que podra ser utilizada en un futuro préximo (Ramos y cols.,
2010).

Por ultimo, ketotifén ha demostrado su efectividad en diversas
patologias fibroticas, como son la estenosis esofagica secundaria a
quemaduras por alcalis (Yukselen et al, 2004), en el edema sdlido
persistente del acné (Jungfer et al, 1993), en la fibrosis cutanea (Walter et
al, 1990; Gallant-Behn et al, 2008) o la urticaria (Egan et al, 1997), en las
patologias fibroticas de la cicatrizacidn (Kischer y Bailey 1972; Garbuzenko
y cols. 2002; Gallant-Behm vy cols., 2008), en la esclerodermia (Claman,
1990; Ng, 1992), en la mastocitosis sistémica (Povoa et al, 1991), en las
contracturas articulares post-traumaticas (Monument y cols., 2010;

Monument y cols., 2011), en el tratamiento de la infertilidad masculina
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(Oliva et al, 2006) y en el tratamiento del asma (Schwarzer et al, 2004) o
de los procesos inflamatorios de la conjuntiva (Kidd et al, 2003; Woerly et
a, 2003). La hiperplasia de células cebadas es un hallazgo muy comun en el
tejido fibroso y en patologias fibréticas, tanto sistémicas, como la artritis
reumatoide, la fibrosis pulmonar y la fibrosis hepatica, como cutaneas
(queloides, cicatrices hipertroéficas, fibroproliferativas y retractiles (Lee y
Vijayasingam; 1995; Harunariy cols., 2005).

Las células cebadas sintetizan gran cantidad de mediadores
profibroticos, como proteasas, factores de crecimiento y citoquinas, muchas
de las cuales ejercen efectos mitogénicos sobre los fibroblastos y los
miofibroblastos. Ademas, las células cebadas estimulan la proliferacién y la
contractilidad de los fibroblastos, asi como la sintesis de colageno, la
contraccion de las heridas y la remodelacion tisular (Kischer y Bailey 1972;
Skold y cols. 2001; Garbuzenko y cols. 2002; Moyer y cols. 2004; Iba y
cols. 2004). En particular, las células cebadas se localizan en intima relacion
con los fibroblastos, miofibroblasto y con neuronas sensitivas en la piel, lo
cual permite sugerir la implicacidon de estas células en neuroinflamacion
(Alving y cols, 1991; Hart y cols., 2005)

La estabilizacién de las células cebadas con ketotifén parece afectar
al hipotético “eje neural-célula cebada-miofibroblasto” y, subsiguientemente
a la expresion del fenotipo hipercontractil, al modular la composicion del
medioambiente durante la cicatrizacidon cutanea y articular (Hildebrand y
cols 2007; Gallant-Behn et al, 2008). Estas evidencias experimentales han
permitido proponer la implicacion de éste eje en procesos patoldgicos en
multiples tejidos asociados con excesiva contraccion y depdsito de matriz
extracelular, asi como sugerir la administracidon de ketotifén como profilaxis
y tratamiento para reducir la contraccién excesiva de la cicatriz, asi como la

fibrosis en la clinica humana (Gallant-Behn et al, 2008).
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HIPOTESIS

El desarrollo de cirrosis hepatica en multiples hepatopatias crénicas
de etiologia diversa es un proceso multifuncional mediado por células
inflamatorias que, al liberar mediadores profibrogénicos, activan a las
células estrelladas y a los miofibroblastos. En particular, la cirrosis
secundaria a la obstruccion de la via biliar causa alteraciones intrahepaticas
gue pueden ser atribuidas a la evolucion de una respuesta inflamatoria Las
principales alteraciones son edema portal, infiltracion leucocitaria,
proliferacidon del epitelio biliar y fibrosis. La grave afectacion que produce la
colestasis, tanto a nivel esplacnico como sistémico, comporta todavia una
elevada morbi-mortalidad en la clinica humana y éste ha sido el motivo de
la creacidn de nuevos modelos experimentales para el estudio de los
mecanismos fisiopatoldgicos implicados en su produccién, asi como el

desarrollo de una mas eficaz profilaxis y terapia de esta patologia hepatica.

La colestasis en la rata, tanto macro- como microquirirgica, produce
una intensa proliferacién ductular biliar acompafiada de fibrosis y de un
moderado grado de infiltracion inflamatoria portal y de muerte hepatocitaria
por necrosis y/o apoptosis. Las células estrelladas y los miofibroblastos
hepaticos, que protagonizan la respuesta inflamatoria intrahepatica se
activan y proliferan precozmente, ya a los cinco dias, tras la ligadura del
colédoco en la rata. Posteriormente, a las tres semanas de evolucion
postoperatoria, cuando la fibrosis hepatica y la proliferacién de células
epiteliales biliares son ya muy intensas, se produce una marcada hiperplasia
y degranulacion de células cebadas en el higado. En este periodo evolutivo,
las células inflamatorias que infiltran el area esplacnica y las células
cebadas, que infiltran los tractos portales, liberan multiples mediadores pro-
inflamatorios y pro-fibrogénicos que agravan las respuestas inflamatorias
esplacnica y sistémica, asi como la transformacién fibrética del higado en la

cirrosis biliar experimental.
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La realizacién de colestasis extrahepatica microquirdrgica en la rata
permite obtener un nuevo modelo de fibrosis hepatica con mayor
supervivencia a largo plazo (8-10 semanas), lo cual le dota de gran utilidad
para el estudio de nuevas terapias antifibrogénicas. En este sentido, la
administracion del farmaco anti-inflamatorio ketotifén desde la sexta
semana de evolucién postoperatoria, cuando la fibrosis biliar hepatica esta
completamente establecida, al inhibir la degranulacion de las células
cebadas que infiltran el higado, disminuiria la liberacién esplacnica y
hepatica de mediadores inflamatorios y profibrogénicos y conseguiria
reducir y/o revertir la fibrosis biliar secundaria a colestasis en la rata, asi

como sus principales complicaciones.

OBJETIVOS

1. En un modelo experimental de colestasis extrahepatica microquirdrgica
se pretende demostrar el efecto beneficioso conseguido mediante el
tratamiento en una fase evolutiva tardia del postoperatorio (seis semanas)
con ketotifén, un farmaco antiinflamatorio estabilizador de las células

cebadas.

2. El tratamiento con ketotifén en dicho modelo experimental reduciria la
insuficiencia hepatica, el grado de hipertensién portal y de vasculopatia
venosa mesentérica, asi como las alteraciones macroscépicas esplacnicas,

entre las que destacan la ascitis.

3. El tratamiento con ketotifén modularia la concentracidon esplacnica de
mediadores pro- y anti-inflamatorios vinculados a respuestas de tipo Thl,
Th2 y Th17 asi como la disminucion de las complicaciones secundarias a la

colestasis extrahepatica en la rata.
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1. MATERIAL

1.A. ANIMALES

Se utilizaron 104 ratas macho adultas de la cepa Wistar procedentes
de las instalaciones homologadas para la cria de animales de
experimentacion que posee Harlan Interfauna Ibérica S.L. Sant Feliu de
Codines (Barcelona). Todos los ejemplares cumplian los requisitos de salud
para animales de experimentacién recomendados por la Federation of
European Laboratory Animal Science Associations (FELASA), y su peso
corporal oscilaba entre 215 y 335 gramos (260,934 + 38,754 g). Para su
estudio, las ratas se asignaron aleatoriamente a uno de los cuatro grupos

siguientes:

1. Serie I: Animales sacrificados entre las 8 y las 9 semanas de
evolucion p.o.
e Grupo PSO-9 (n=15): animales pseudooperados a los que se
realiza laparotomia media y diseccién del colédoco.
e Grupo CMQ-9 (n=20): animales con colestasis microquirdrgica

extrahepatica.

2. Serie II: Animales sacrificados a las 6 semanas de evolucion p.o.
¢ Grupo PSO-6 (n=20): animales pseudooperados a los que se
realiza laparotomia media y diseccidén del colédoco.
eGrupo CMQ-6 (n=20): animales con colestasis microquirurgica

extrahepatica.

3. Serie III: Animales sacrificados entre las 8 y las 9 semanas de
evolucion p.o. y tratados con ketotifén.
e Grupo PSO-KTF (n=15): animales pseudooperados a los que se
administra ketotifén (10mg/kg/dia) disuelto en el agua de bebida.
e Grupo CMQ-KTF (n=14): Animales con colestasis microquirurgica
extrahepatica, y a los que se administra ketotifen (10mg/kg/dia)

disuelto en el agua de bebida.
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1.B. INSTALACIONES

1.B.1. Animalario

El transporte desde el proveedor se realizd 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 estabulacion se efectudé en una sala acreditada para tal fin en el
Animalario que la Universidad Complutense de Madrid (UCM) posee en la
Facultad de Medicina. Dicho Animalario es un Centro de Asistencia a la
Investigacidon con registro n® 28079-15 ABC-M en la Direccién General de
Agricultura y Alimentacion de la Comunidad Auténoma de Madrid que
cumple con los requerimientos legislativos relativos a la experimentacion
animal (R.D. 1201/2005).

El Animalario de la UCM cuenta con instalaciones 6ptimas homologadas
para la cria, mantenimiento y cuarentena de animales de experimentacion,
asi como también con instalaciones propias para la investigacion, quiréfanos
y laboratorios anejos para la manipulacion y toma de muestras y
alojamiento de roedores durante el postoperatorio.

Los animales se mantuvieron en grupos de cuatro dentro de cajas de
plexiglas de 42x65x15 cm (Letica, Espafa) moviles con lecho de viruta

(Panlab S.L. Barcelona).

1.B.2. Unidad de Microcirugia

La técnica quirdrgica en la que se fundamenta el modelo se realizd en
la Unidad de Microcirugia de la Facultad de Medicina de la UCM, en una sala
que dispone de:

- Mesa de trabajo de 80 x 100 cm Yy sillas.

- Sillas ergondmicas ajustables en altura.

- Refrigerador para conservacion de los farmacos anestésicos.

- Ldmpara Fase de brazo doble adaptable, con una bombilla de 100

watios Osram Concentra.

- Centrifuga refrigerada superspeed Du Pont Instrument (GIRALT

Sorval® RC-5B).
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- Balanza precisién para pesado de los animales Jadever LPW-1260 n©
certificado PM-245/04 (Jadever Scale Co.LTD, Taiwan).

- Arcén congelador Koxka a -80 °C.

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

- Contenedores desechables de residuos biolégicos cortantes vy

punzantes.

1.B.3.Sala de sacrificio y procesado de muestras

Dispone de los siguientes elementos:

Mesa de trabajo.

Sillas ergondmicas ajustables en altura.

Lampara haldgena de brazo con bombilla de 60 W.

Contenedor hermético con bolsa para residuos bioldgicos.
Contenedores desechables de residuos biolégicos cortantes y
punzantes.

Centrifuga.

Contenedor de nitrégeno liquido.

Elementos de proteccion individual: guantes y gafas.

Recipiente para inmersion de muestras en nitrégeno liquido.

Pinza para inmersién de las muestras.

1.B.4.Area de conservacion de muestras

Se realizd en un espacio habilitado para ese fin en la Facultad de

Medicina de la Universidad Complutense de Madrid en un congelador

que conserva las muestras a -80°C.

1.B.5.Eliminacion de residuos bioldgicos

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 Espana,

S.A. Madrid). La eliminacidon y destruccion de los residuos bioldgicos

fue llevada a cabo por la empresa CONSENUR SL.
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1.C. FARMACOS

1.C.1.Anestésicos
- Ketamina (Imalgene® 1000. Laboratorios Merial, S.A.).

- Xilacina (Rompun® solucidn 2%. Bayer HealthCare).

1.C.2.Ketotifén
- Ketotifén: fumarato de (4-(1-metil-4-piperidileno)-4H-
benzo [4,5] ciclohepta [1,2-b] tiofen-10(9H]-uno
(Sigma Chemicals, St Louis, USA).

1.C.3.0tros farmacos
- Ceftriaxona (D.C.I.) (sédica), 500 mg. (Ceftriaxona
Normon 500mg EFG Lab. Normon S.A. Madrid).
- Fitomenadiona, vit. K 1 ampollas 1,0 ml con 10 mg
(Konakion® mm Roche Farma, S.A. Madrid).

- Buprenorfina (Buprex®).

1.D. MATERIAL

1.D.1. Instrumental quirargico
1. D.1.A Pinzas

- Clamp de pafos Backhaus de 13.3 cm (2).

- Diseccidn con dientes de 13cm (1).

- Diseccién de Adson con dientes de 12cm (1).

- Pinza de Halsted mosquito curva sin dientes de 12.7
cm (2).

- Pinza de 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).
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1.D.1.B

1.D.1.C

1.D.2.

1.D.3.

Porta-agujas Mayo-Hegar de 12,7 cm. (1).

Tijeras

De Metzenbaum curva de 14 cm (1).

De Mayo recta de 14cm (1).

- Tijera de microcirugia recta de 15 cm. (1).

Material de sutura y ligadura

Seda trenzada como ligadura 3/0 Silkam®. B. Braun
Espafa.

Seda negra trenzada como ligadura 7/0 Silkam®. B.
Braun Espafa.

Sutura de vicryl (poliglactina 910) aguja curva 3/0.
Ethicon Inc.

Sutura de seda negra trenzada aguja curva de 4/0

Silkam®. B. Braun Espafia.

Material quirdrgico complementario

Pafos quirdrgicos.

Guantes de exploracién de latex natural sin polvo. Talla
7 ” (King ® Amebil S.A. Vizcaya. Espafia).

Guantes quirurgicos 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 algoddon pequefias montadas (Algodones
del Bages S.A. Barcelona. Espafia).

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

extraccion de muestras

- Guantes de proteccién frente a mordedura de animales.

Bloque de plastilina de 10 x 2 x 3 cm.

- Jeringas de 10, 5 y 2 ml BD Discardit® II (Becton

Dickinson S.A. Fraga. Huesca. Espafa).
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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).

Solucién salina isoténica: NaCl, 0.9 g/100ml. Envase 10
ml B.Braun.

Contenedor cilindrico de polietileno para residuos
biolégicos marca Consenur de 30 litros fabricado segun
norma DIN-30739.

Contenedor de polipropileno para residuos bioldgicos
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 Espafia).

Guantes de proteccién frente frio Midera 10 .

1. D.5. Material de laboratorio

Pipetas Pasteur de 1 ml.

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

Tubos de centrifuga 10ml (BD Vacutainer®. BD
Vacutainer Systems. Plymouth. UK).

Microtubos para muestras de suero (Eppendorf Ibérica,
S.L. Madrid).
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- Tubos de polipropileno de 50 ml para muestras de
tejido (BD Falcon® Nueva York. 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 Espana S.A.

1.E.3. Determinacion de los niveles de mediadores inflamatorios
en higado, ileon y ganglios linfaticos mesentéricos

- Homogeneizador  eléctrico Polyton. (Brinkmann

Instruments, Inc. Westminster, NY. USA).
- Sonicador.
- Centrifuga.
- Espectrofotometro.

1.E.4. Laboratorio de anatomia patolégica

El procesado de las muestras histoldégicas y su posterior estudio
microscopico se efectué en el laboratorio de Anatomia Patoldgica del
Hospital Carlos III de Madrid (SERMAS). Este centro cuenta con:

1. Laboratorio general:
- Mesa de tallado de érganos con aspiracion.
- Procesador automatico de tejidos con vacio.
- Estacion de trabajo para inclusién.

- Teridor automatico.
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- Montador automatico de cubreobjetos.
- Criocentrifuga.

- Microtomos motorizados.

- Bafios de flotacion.

- Criostato.

- Balanzas de precisién.

- Congeladores de -20°C.

- Estufas de incubacion.

- Estufas de secado.

- Vortex.

- Agitador orbital.

- Agitadores magnéticos.

- Microscopios 6pticos convencionales.
- Fotomicroscopio.

- Microscopio de fluorescencia.

- Cabina de extraccion de gases.

2. Laboratorio de analisis de imagen con dos sistemas de
analisis de imagen:

a)

- 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.

b)
- Microscopio Nikon Labophot 2 con epifluorescencia.
- Camara de video b/n Hitachi KP-140.
- Camara de video color Hitachi KP-C503.
- Software MIP4 de C.I.D.
- Impresora laser Epson EPL-6100.
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Equipamiento comin:
- Camara 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
- Bilirrubina total 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).

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

e Olympus System Calibrator (Olympus Irlanda ref.
66300).
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v - glutamiltransferasa (GGT)
e GGT Olympus System Reagent (Olympus Irlanda ref.
OSR6120).
e Olympus System Calibrator (Olympus Irlanda ref.
66300).

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

Acidos biliares
e Kit de método enzimatico colorimétrico de acidos biliares
(Randox Laboratories Ltd. United Kingdom Cat.No.BI3863).

Albamina
e Albumin Olympus System Reagent (Olympus Irlanda ref.
OSR6102).
e Olympus System Calibrator (Olympus Irlanda ref.
66300).

Creatinina
e Creatinin Olympus System Reagent (Olympus Irlanda
ref. OSR6178).
e Olympus System Calibrator (Olympus Irlanda ref.
66300).
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- Urea
e Urea Olympus System Reagent (Olympus Irlanda ref.
OSR6134).
e Olympus System Calibrator (Olympus Irlanda ref.
66300).

1.F.2. Niveles de péptido relacionado con el gen de la calcitonina
(calcitonin gen related peptide, CGRP) e interleuquina-13 en
liquido ascitico
- Péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP)
Rat CGRP Enzyme Immunoassay Kit (ELISA) (SPI Bio, Bertin

Pharma, Montigny le Bretonneux, France).

- Interleuquina 13 (IL-13)
Rat IL-13 Enzyme Immunoassay Kit (ELISA) (Biosource,

Invitrogen S.A., Barcelona, Spain).

1.F.3. Niveles de citoquinas en higado, ileon y ganglios linfaticos
mesentéricos
- Tampon de lisis que contiene 1 mmol/I de fenilmetilsulfonil
flior (PMSF; Sigma Chemical Company), y 1 ug/ml de
pepstatina A (Sigma Chemical Company), aprotinina (Sigma
Chemical Company),antipaina (Sigma Chemical Company) y
leucopeptina, en tampdén fosfato a pH 7,2 (Biofluids,
Rockville, Md.) conteniendo un 0,05% de azida soddica
(Sigma Chemical Company).
- Enzyme Linked-Immuno-Sorbent-Assay (ELISA) kits para
TNFa, IL-1B, IL-4, IL-10, IL-13, IL-17A,  Monocyte
Chemoattractant Protein (MCP-1), Factor de Crecimiento
transformador beta 1 (Transforming Growth Factor B1,; TGF-
B1) y Factor de crecimiento de endotelio vascular (Vascular
endothelial growth factor; VEGF) (DIACLONE SAS, Besancon,

Francia).
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1.F.4. Reactivos para estudio histolégico

- Fijacion
e Formol tamponado al 10%.

- Inclusién
e Agua destilada.
e Alcohol etilico (70°,96°,100°).
e Xilol.
e Parafina.

- Tincién de Hematoxilina-Eosina

e Hematoxilina de Harris:

» Aguadestilada .......cooiiiiiiiii 400ml.
m GlCEriNG v 100ml.
* Jodato potasiCo .....cvvvvvviiriiiiiiniiinnnns 0,1ml.
» Sulfato aluminico potdsico .................. 20g.
» Hematoxiling ........cooiiiiiiiiiie 0,5g.
eEOSING v e 1g.
eAgua destilada ......ccooiiiiiiiiiiii 100ml.

-Tincion de Rojo-Sirio
e Solucién Picro-RojoSirio 0,1% (Swet et al. 1964):

* Picrico acuoso saturado ................... 250ml.

» ROJO-Sirio F3B ..o 0,5ag.
e Solucion Picro-Fast green:

» Picrico acuoso saturado ................... 250ml

m Fast green ... 0,5g.

e Agua destilada.
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2. METODOS

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

Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con la legislacién
vigente en nuestro pais sobre el cuidado y la utilizacion de animales de
laboratorio, por la cual Espafia adopta la normativa de la Unidon Europea de
1996 sobre el uso de animales con fines cientificos. Se ha incorporado a
nuestro ordenamiento legal con fecha de 10 de Octubre de 2005 en el R.D.
1201/2005, sobre proteccion de los animales utilizados para la
experimentacion y otros fines cientificos (B.O.E.n°® 252, viernes 21-10-
2005) (Aller et al. 2009a).

Los animales se mantuvieron en cajas de policarbonato (42 x 65 x 15
cm, Letica. Espafia) moviles con lecho de viruta (Panlab S.L. Barcelona), en
condiciones estables de luz y oscuridad, distribuidos en ciclos de 12 horas
(de 8 a 20 horas y de 20 a 8 horas respectivamente), a una temperatura
ambiente de 22 + 2 °C y con una humedad relativa de 65-70 %. Un sistema
de aire acondicionado garantizo6 la renovacién y la climatizacion del aire. Se
alimentaron con una dieta sélida estandar para roedores de laboratorio
(rata AO4 dieta de mantenimiento: 17,6% proteinas, 43,3% almidon 2,5%

lipidos, Panlab, Espafia) y agua ad libitum) (Aller et al. 2009a).

2.B. DISENO EXPERIMENTAL

Las ratas fueron agrupadas aleatoriamente para su estudio en los

siguientes grupos:

Serie I: Animales sacrificados entre las 8 y las 9 semanas de evolucién
p.o.
e Grupo PSO-9 (n=15): animales pseudooperados a los que se
realiza laparotomia media y diseccidén del colédoco.
e Grupo CMQ-9 (n=20): animales con colestasis microquirdrgica

extrahepatica.
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Serie II: Animales sacrificados a las 6 semanas de evolucion p.o.

e Grupo PSO-6 (n=20): animales pseudooperados a los que se
realiza laparotomia media y diseccién del colédoco.

eGrupo CMQ-6 (n=20): animales con colestasis microquirurgica

extrahepatica.

Serie III: Animales sacrificados entre las 8 y las 9 semanas de
evolucion p.o. y tratados con ketotifen.
e Grupo PSO-KTF (n=15): animales pseudooperados a los que se
administra ketotifen (10mg/kg/dia) disuelto en el agua de bebida.
e Grupo CMQ-KTF (n=14): Animales con colestasis microquirurgica
extrahepdtica, y a los que se administra ketotifen (10mg/kg/dia)

disuelto en el agua de bebida.

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 Investigacién, debe conseguir suficiente
relajacion muscular para que 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 el ritmo cardiaco vy,
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 experimentacidn el minimo estrés fisico y
psicoldgico asociado a la cirugia experimental (Aller y Nava, 2009).

Entre los multiples métodos de anestesia descritos en la rata los
fundamentales son los que utilizan la via inhalatoria o la parenteral.
Respecto de ésta ultima via, en la Ultima década se ha generalizado en
roedores la administracion de combinaciones de farmacos y, en particular la
asociacién del anestésico disociativo ketamina con el analgésico alfa-2

agonista xilacina para aquellas intervenciones quirudrgicas de duracion
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media (de 10 a 60 minutos) en las que se precisa un plano de anestesia
quirurgica profunda (Aller y Nava, 2009). Por éstas razones en el presente
trabajo la induccién y el mantenimiento anestésico se realizaron mediante
la administracién intraperitoneal de una mezcla de ketamina (80 mg/Kg) y
xilacina (12 mg/Kg). (Aller y Nava, 2009).

2. D. TECNICA QUIRURGICA DE PSEUDO-OPERACION

Con la rata en decubito supino se realiza una laparotomia media
xifopubiana, las asas intestinales se cubren con una gasa humedecida en
solucidon salina isotdnica (0.9%), y son desplazadas hacia el lado izquierdo
del animal. A continuacion vy, tras colocar un bloque de plastilina en la zona
dorsolumbar, se secciona el ligamento falciforme, situado entre los lébulos
hepaticos lateral izquierdo y caudado, y posteriormente los ligamentos

triangulares izquierdo y derecho.
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Figura: 4. Laparotomia media e
Incisién peritoneal apreciandose el higado y las asas de intestino delgado.

Las maniobras anteriores permiten una exposicion adecuada del hilio
hepatico 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 et al. 2009).
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Figura 5. La via biliar extrahepéatica es anterior respecto de las ramas de la
arteria hepatica y éstas a su vez son anteriores respecto de las ramas portales.

Tras disecar el colédoco, se introduce el intestino en la cavidad
peritoneal, y la pared abdominal se cierra en 2 planos: peritoneo, musculo y
aponeurosis mediante sutura continua reabsorbible vycril® (polyglactin 910)

de 4/0, y piel con sutura continua de seda de 4/0. (Lorente et al. 2009).

2. E. TECNICA DE COLESTASIS MICROQUIRURGICA
EXTRAHEPATICA

El parénquima hepatico en la rata estda constituido por cuatro
I6bulos: lateral derecho (LLD), medio (LM), lateral izquierdo (LLI) y caudado
(LC) y cada uno de ellos posee una vascularizaciéon portal y arterial y un
drenaje venoso y biliar independientes (Lorente et al. 2009). Esta
caracteristica anatomica permite resecar los conductos biliares que drenan
cada lébulo hepatico en continuidad con el colédoco mediante la utilizacion

de una técnica microquirurgica (Aller et al. 1993; Aller et al, 2009b).
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Figura 6: Anatomia del higado de la rata. ML: Lébulo medio, LLL: Lébulo lateral
izquierdo, RLL: Ldbulo lateral derecho, CL: Lébulo caudado, CBD. Via biliar, HA:
arteria hepatica, PV: vena porta.

Tras anestesia mediante inyeccién intramuscular de ketamina (80mg
/Kg) vy xilacina (12 mg/Kg), con el animal en decubito supino, se realiza
una laparotomia media xifopubiana.

A continuacion se extraen las asas intestinales, desplazandolas hacia el
lado izquierdo del animal y se protegen con una gasa humedecida en
solucidn salina isoténica (0.9%). Después de colocar un bloque de plastilina
en la zona dorso-lumbar los lébulos hepaticos superiores se evierten sobre
el térax y también se cubren con una gasa empapada en suero salino. Estas
maniobras permiten una correcta exposicion de la totalidad de la via biliar
extrahepatica. A continuacién se seccionan el ligamento falciforme vy

posteriormente los ligamentos triangulares izquierdo y derecho.
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Figura 7: Anatomia del higado de la rata. F: Ligamento falciforme, RT:
Ligamento triangular derecho, LT: Ligamento triangular izquierdo, ML: Ldébulo
medio, LLL: Lébulo lateral izquierdo, RLL: Ldébulo lateral derecho, CL: Ldébulo
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 diseccidn y seccion de los conductos biliares de los
cuatro lobulos hepaticos debe ser realizada sin lesionar la vascularizacion
portal o arterial de estos Iébulos.

La traccion del duodeno hacia la izquierda del animal permite visualizar
el colédoco, que se liga y se secciona proximalmente al inicio de su porcidn
intrapancreatica. Esta maniobra, al producir dilatacion de la via biliar
extrahepatica, facilita la identificacién y posterior diseccidn del colédoco y
de los conductos biliares procedentes de los cuatro l6bulos hepaticos 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.
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Figura 8. Doble Ligadura y seccion del colédoco en su porcion
yuxtapancreatica.

Figura 9. Traccion del colédoco y ligadura de los conductos biliares
procedentes del I6bulo caudado (LC).

Después de disecar el conducto biliar del LC y de identificar la rama
de la arteria hepatica de este lI6bulo, se liga y se secciona el conducto biliar
lo mas proximo posible de su salida del parénquima hepatico La diseccidn,

ligadura y seccion del conducto biliar del LLD se realiza de igual forma.
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Figura 10: Ligadura para la posterior seccién del conducto biliar del LLD y LC.
En rojo, la arteria hepatica y en azul la vena porta.

Se continla la diseccién del colédoco en sentido craneal, liberandolo
del tejido graso y de las adherencias peritoneales, e individualizandolo de la
arteria hepatica, y de la vena porta hasta los conductos biliares procedentes
del [6bulo medio (LM). Estos Ultimos se disecan y se ligan
independientemente. Por ultimo, se diseca, se liga y se secciona el conducto
biliar del LLI (Aller y cols., 1993; Aller y cols., 2009b).

/ \

Figura 11: Finalizaciéon de la
diseccion de la via biliar con la ligadura y posterior seccion de las ramas de los
I6bulos medio y lateral izquierdo.
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Figura 12: Via biliar extirpada apreciandose la indemnidad de la arteria
hepatica y la vena porta, asi como de sus ramas lobulares.

Previa comprobacién de la integridad de la vascularizacién portal
y arterial de los Iébulos hepaticos (figura 18), asi como de la inexistencia de
sangrado procedente de alguna lesion inadvertida del parénquima hepatico,
se reintegran las asas intestinales al interior de la cavidad abdominal y se
procede al cierre del plano peritoneo-musculo-aponeurdtico con continua
reabsorbible vycril ® (polyglactin 910) de 4/0, y de la piel con sutura

continua de seda de 4/0.

2. F. MANTENIMIENTO Y TRATAMIENTO POSTOPERATORIO

Una vez finalizada la intervencién las ratas se colocan en una 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 estabulacion
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 pequenos roedores a la hipotermia (Rodriguez, 1989; Aller y Nava,
2009), la prevencion de la hipotermia postoperatoria es de fundamental
importancia. Por ello, inmediatamente después de la intervencidn el animal
se colocé cerca de una fuente de calor (una ldmpara) 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
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peligrosa pues suele pasar inadvertida hasta que los animales sufren
hipoxia e hipercapnia.

Durante una intervencidon quirdrgica, en particular si como en éste
modelo experimental se realiza una laparotomia, se pierden abundantes
fluidos por evaporacidon, lo cual se agrava debido a que las ratas
generalmente son incapaces de 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 solucién salina-dextrosa (4% dextrosa, 0.18% salino) o
salina (0.9%) por via intraperitoneal o subcutanea (Aller y Nava, 2009).

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 subcutanea 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 8-9 semanas (series I y III) y a
las 6 semanas (serie II) del periodo post-operatorio, durante el cual se les
administré por via i.m. profunda un antibidtico 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-hemorragica, respectivamente (Aller y cols. 2009b).

Ketotifén, un farmaco estabilizador de la membrana de los mastocitos,
se administré en el agua de bebida tras ser disuelto a una concentracion de
0.15mg/ml que aporta una dosis del farmaco de 10mg/kg/dia (Serna y cols.
2006) desde la sexta semana del p.o. hasta que las ratas fueron
sacrificadas la 82-92 semana del p.o. Se comprobd diariamente la cantidad

de agua ingerida por cada rata para asegurar que estaban recibiendo
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niveles terapéuticos del farmaco (dosis umbral terapéutica de 10mg/Kg/dia,
por lo que eran necesarios 16,6 ml/dia para una rata de 250g). Las ratas
que ingerian menos agua de la necesaria para mantener niveles plasmaticos

terapéuticos de ketotifén fueron rechazadas para el estudio.

2. G. SACRIFICIO DE LOS ANIMALES

Concluido el tiempo de evolucioén previsto para su estudio (8-9/6
semanas), se procedid a la anestesia de los animales con ketamina (80
mg/kg) y xilacina (12 mg/kg) por via intraperitoneal para su estudio y
posterior sacrificio. Tras laparotomia media, el liquido ascitico es aspirado
con una jeringa estéril, se mide su volumen y se centrifuga a 3500 rpm
durante 15 minutos para separar las células peritoneales. A continuacién,
se divide en tres alicuotas y se conserva a -42 °C hasta su utilizacién para

determinar diferentes mediadores.

2.G.1. Determinacion de la presion venosa portal

La presidn venosa portal puede ser medida por un método directo o
indirecto. En el primer caso, tras la anestesia, se realiza una laparotomia
media y se procede a su medicion por canulacién de la vena ileocélica o de
una pequefia vena ileal con un catéter PE 50, fijando el catéter con una gota
de cianoacrilato para que la punta del catéter se fije en la parte distal de la
vena mesentérica superior (Bernadich C. et al., 1998).

También es posible la medicién indirecta de la presion portal por
puncion intraesplénica, insertando una aguja 20G en el parénquima
esplénico (Figura 13). El catéter se conecta en ambos métodos a un
registrador de presién Powerlab 200 (ML 201) con un transductor de
presién Sensonor (SN-844), asociados a un programa de ordenador Chart V
4.0 (ADI Instruments) (Figura 13). El sistema se calibra antes de cada
experimento.

Se ha demostrado una excelente correlacion entre la presion en la
pulpa esplénica y la presidon portal medida en la vena mesentérica superior
(Kravetz et al., 1986). Por ello, el método empleado en nuestro caso fue el

de medicién por puncidn intraesplénica (Figura 13).
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Figura 13. Puncidn intraesplénica insertando una aguja 20G en el parénquima
esplénico para medir indirectamente la presion portal, previa conexién a un
transductor de presion cuyo registro lo realiza un sistema informatico.
2. G. 2. Circulacion venosa colateral
Tras laparotomia media y determinacion de la presién venosa portal,
se procedié a la observacién del territorio esplacnico, estudiando las areas
en las que se desarrolla la circulaciéon venosa colateral en la rata. Esta

circulacién colateral puede ser de dos tipos: portosistémica o portohepatica.

- CIRCULACION COLATERAL PORTOSISTEMICA

e Area esplenorrenal: Se forman la vena esplenorenal craneal
(anterior o proximal), y la esplenorrenal caudal (posterior o
distal), que drenan a distinta altura en la vena suprarrenal izquierda
(figura 14).

Figura 14: Circulacion colateral esplenorrenal.
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o Area gastroesofagica: Las colaterales paraesofagicas son dos
venas tortuosas y de grueso calibre que ascienden por la cara
anterior y posterior del eséfago: paraesofagica anterior y

posterior (Figura 15).

i A

Figura 15: Vasos colaterales paraesofagicos.

e Area colorrectal: Se localiza la vena mesentérica inferior, que se
continla con las venas hemorroidales en situacion pararrectal

izquierda (Figura 16).

B "PR
Figura 16. Representacion esquematica de la circulacion colateral esplacnica en
ratas. a) colaterales paraesofagicas (PE) y paraportales (PP). La vena hepatica
accesoria (VHA) se localiza entre los I6bulos lateral izquierdo (LLI) y caudado (LC).
b) colaterales portosistémicas esplenorenal superior o craneal (Ers) e inferior o
caudal (Eri) y colaterales pararrectales (PR). LM: I6bulo medio; LLD: I6bulo lateral
derecho; E: estomago; VGI: vena gastrica izquierda; VE: vena esplénica; B: bazo;
P: pancreas; R: rifidn; A: glandula suprarrenal; R: recto. (Dieguez y cols. J Inves
Surg 15: 329
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CIRCULACION COLATERAL PORTOHEPATICA
Estd compuesta por:
e La vena hepatica accesoria, que produce la revascularizacion portal
hepatica cuando alcanza el hilio (Figura 17).
e Las venas colaterales portoportales, que se desarrollan en el hilio
hepatico, son poco numerosas y su tamafio es muy pequefio para
ser consideradas como una via de revascularizacién hepatica

efectiva (Figura 17).

Figura 17. Tipos de circulacién colateral portohepatica y portosistémica. LLD:
I6bulo lateral derecho hepatico; LM: Iébulo medio hepatico; LLI: I6bulo lateral
izquierdo; LC: Idébulo caudado; VHA: vena hepatica accesoria; PE: venas
paraesofagicas, Ers: colateral esplenorenal superior; SR: glandula suprarenal; RI:
riidn izquierdo; VRI: vena renal izquierda. Eri: colateral esplenorenal inferior; VE:
vena esplénica, PR: colateral pararrectal; VMS: vena mesentérica superior.

2. G. 3. Vasculopatia venosa mesentérica
Se denomina vasculopatia venosa mesentérica a la dilatacién y
tortuosidad de las ramas de la vena mesentérica superior. Se consideran
tres grados de vasculopatia venosa mesentérica (Aller et al., 2001):
e Grado 0: aspecto macroscépico normal de las ramas de la vena
mesentérica superior.
e Grado I: dilatacion y tortuosidad de las ramas mesentéricas,
secundarias al clampaje de la vena mesentérica superior.
e Grado II: dilatacion y tortuosidad espontdneas de las ramas de la

vena mesentérica superior.
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Figura 18: Vasculopatia venosa mesentérica y esplénica en relaciéon con la cirrosis
hepética.

Para su estudio, se extrajeron parcialmente las asas intestinales,
situando el arbol mesentérico por su region ileocecal, donde se visualizaron
con facilidad las ramas de la vena mesentérica superior (Figura 19). 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).

Figura 19. 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.
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2.G.4. Presencia de ascitis y valoracion de los niveles de péptido
relacionado con el gen de la calcitonina (Calcitonin Gen Related
Peptide, CGRP) e IL-13 en el liquido ascitico

Para valorar las concentraciones de CGRP e IL-13 en el liquido
ascitico se utilizaron técnicas ELISA, de acuerdo a las instrucciones
aportadas por el fabricante (SPI Bio, Bertin Pharma, Montigny Ile
Bretonneux, France y Biosource, Invitrogen S.A., Barcelona, Spain;

respectivamente).

2.G.5. Extraccion sanguinea

Tras realizar un estudio macroscopico de la cavidad abdominal,
medir la presién portal y valorar los signos macroscopicos sugerentes de
hipertensidon portal, como son el desarrollo de vasculopatia venosa
mesentérica y de circulacién venosa colateral, se procedié a la extracciéon
de sangre de la vena cava inferior infrahepatica, obteniéndose entre 5 y 8
ml de sangre en cada animal (Figura 26). Esta maniobra deja al animal
exangle, falleciendo por shock hipovolémico. La sangre se conservd
refrigerada en hielo (4°C), y se centrifugé a 3500 rpm durante 15 minutos
para obtener el suero que, tras dividirse en tres alicuotas, se conservé a -
420C hasta su utilizacién para determinar diferentes marcadores

bioquimicos.

/ Figura 20. Sacrificio del animal extrayendo la
sangre de la vena cava inferior tras la laparotomia y exposicion de las asas
intestinales.
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2.G.6. Recogida de muestras histolégicas para determinacion de
mediadores inflamatorios
1. Extraccion de una muestra de higado
Una muestra del lébulo medio (LM) hepatico fue introducida en
tubos Eppendorf, sumergidos en nieve carbdnica, que posteriormente
fueron almacenados en un congelador a -42°C hasta su estudio.
2, Extraccion del Complejo Linfatico Mesentérico Superior
Los ganglios que componen el Complejo Linfatico Mesentérico
Superior en la rata (Figura 21) se extirparon y se pesaron, y a

continuacion se introdujeron en tubos Eppendorf, sumergidos en nieve

carbdnica, que posteriormente se almacenaron en un congelador a -

420C hasta su estudio.

Figura 21. Anatomia del aparato digestivo de la rata. 1: Parte del duodeno;
2: Yeyuno; 3: Ileon; 4: Union ileocecal; 5: Complejo linfatico mesentérico
superior; 6: Vasos sanguineos y linfaticos del mesenterio; 7: Ciego; 8: Apex del
ciego,; 9: Colon. (Olds et al., 1979).

3. Extraccion del ileon

Se tomo una muestra de ileon terminal, a 1 cm de la unidén
ileocecal. Una vez extraido se peso, y a continuacién se introdujo en
tubos Eppendorf, que se conservan en nieve carbdnica y

posteriormente en un congelador a -42 °C- hasta su estudio.
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2. G. 7. Recogida de muestras para estudio histopatologico

2.H.

Durante la necropsia de los animales se procedié a la reseccion
del higado, individualizdndose sus lobulos anteriores y posteriores, y
se tomod una muestra del I6bulo medio derecho, que se transfirié a un
tubo que contenia Formol al 10% para su posterior estudio
histopatoldgico. Ademas, se extrajeron muestras de duodeno, yeyuno,
ileon y ciego, se elimind su contenido mediante la perfusion
intraluminal de solucién salina isotdénica y se introdujeron en tubos que
contenian formol al 10% para su posterior estudio histopatoldgico.

Por Gltimo, también se extirparon el bazo y los testiculos para ser

registrado su peso.

DETERMINACION SERICA DE PRUEBAS DE FUNCION HEPATICA

2.H.1. Bilirrubina total y directa:

Las concentraciones séricas de bilirrubina total y directa se
determinaron por una técnica fotocolorimétrica, de acuerdo a las
instrucciones del fabricante (Olympus Irlanda ref. OSR 6111 y OSR
6112, respectivamente). Esta técnica consiste en una diazoreaccidon
basada en el principio de Jendrassik y Gréf (Doumas y cols., 1985). En
medio acido la bilirrubina conjugada reacciona con una sal para formar
azobilirrubina (azopigmento). Esto es lo que se denomina bilirrubina
directa. Si a la muestra de suero y reactivo afiadimos una sustancia
aceleradora (cafeina y agentes surfactantes) conseguimos que
reaccione el total de la bilirrubina, denominando a la diferencia entre la
total y la directa fraccion indirecta (no conjugada). La concentracion de
bilirrubina presente en el plasma es proporcional a la concentracion de
azopigmento que se produce (Higgins y cols., 2006). La utilizacion de
un reactivo compuesto por acido sulfanilico, acido clorhidrico y dimetil
sulféxido (DMSOQO) permite la formacidn de azobilirrubina por una
reaccion de diazotacion, que es de color 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 (Matimeck y cols., 1966; Sorinson y
cols., 1971; Royer y cols., 1973).
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2.H.2. Transaminasas hepaticas:

Se determinaron la concentracion de las transaminasas hepaticas
aspartato aminotransferasa (AST) y alanin aminotransferasa (ALT)
utilizando un test cinético espectrofotometrico de ultravioleta
optimizado segun estandar de la International Federation for Clinical
Chemistry (IFCC) (Schuman y cols., 2002a, Schuman y cols., 2002b,
Schuman y cols., 2006) de acuerdo a las instrucciones del fabricante
(Olympus Irlanda refs. OSR6109 y SR6107, respectivamente). La
valoracién de AST se fundamenta en la reaccion del a-cetoglutarato y
el aspartato, catalizada por la AST, transformandose en L-glutamato y
oxalacetato, cuya reaccion con NADH e Hidrogeniones da lugar a
malato y a NAD™, por accion de la enzima Malato Deshidrogenasa. El
método de valoracién se basa en esta oxidacién del NADH a NAD*, y
se mide el valor medio de los incrementos de extincion 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 determinacién 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; Izquierdo y cols., 1982).

2.H.3. Fosfatasa alcalina:

La fosfatasa alcalina se determina utilizando un test cinético
fotocolorimétrico segun estandar de la International Federation for
Clinical Chemistry (IFCC) (Olympus Irlanda ref. OSR6104), que se
basa en la hidrolizacién de los ésteres del acido fosforico en medio
alcalino, produciendo fosfato inorganico 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 extincidon por minuto a una longitud de onda de 405

nmy a 25 9C, 30°C y 37°C, siguiendo el protocolo DGKC (Heussament
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y cols., 1977; Izquierdo y cols., 1982; Tietz y cols., 1983; Tietz y cols.,
1993).

2.H.4. y- glutamil-transferasa:

Para la cuantificacion sérica de las concentraciones de  y-
glutamil-transferasa (GGT) se utilizé un método fotocolorimétrico (GGT
Olympus System Reagent (Olympus Irlanda ref. OSR6120). GGT
cataliza la transferencia de un grupo y-glutamil de un sustrato donante
(y-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida) a un receptor (glicilglicina),
produciéndose vy-glutamilglicilglicina y 5-amino-2-nitrobenzoato. El
aumento de la concentracion de éste ultimo produce cambios en la
absorbancia en una longitud de onda de 410 nm, siendo por tanto la
misma directamente proporcional a la actividad enzimatica de GGT.
(Izquierdo y cols., 1982; Schuman y cols., 2002c, Panteghini M,
2006).

2.H.5. Lactato deshidrogenasa:

Para la determinacidn de las concentraciones séricas de Lactato
deshidrogenasa (LDH) se utilizé un test cinético espectrofotométrico de
ultravioleta (LDH Olympus System Reagent, Olympus Irlanda ref.
OSR6126) recomendado por el Comité Escandinavo de Enzimas (SCE).
LDH es una enzima que cataliza la reduccién de piruvato a lactato en
un medio con pH neutro produciéndose en esta reaccién la oxidacion
(consumo) de NADH. La concentracion de NADH se monitoriza
mediante la absorbancia en la longitud de onda de 340nm. La
disminucion en la absorbancia por minuto (A A /min) es proporcional a
los micromoles de sustrato transformado en ese periodo de tiempo vy,
por lo tanto es proporcional a la actividad de la LDH (Scandinavian

Committee on Enzymes, 1974; Izquierdo y cols., 1982)

2.H.6. Acidos biliares:

Para la determinacion de las concentraciones séricas de acidos
biliares se utilizdO un método cinético fotocolorimétrico enzimatico
(Randox Laboratories Ltd. United Kingdom Cat.No.BI3863). En una
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primera reaccion los acidos biliares son oxidados por la enzima 3-a
hidroxiesteroide dehidrogenasa, con la subsiguiente reduccién del
Thio-NAD a Thio-NADH. La tasa de formacién de éste ultimo
compuesto se valora midiendo los cambios en la absorbancia especifica

en 405 nm.

2.H.7. Proteinas totales:

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

2.H.8. Albimina:

La albumina sérica se cuantifico mediante el test fotocolorimétrico
denominado “verde de bromocresol” (Olympus Irlanda ref. OSR6102),
en el cual la muestra se combina con este colorante a determinado
pH, produciéndose un cambio de color del indicador, que pasa de
amarillo verdoso a verde azulado. La absorbancia de la muestra se
valora por espectrofotometria a una longitud de onda de 630 nm a

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

2.H.9. Creatinina:

Las concentraciones séricas de creatinina se valoraron mediante
un test quimico cinético fotocolorimétrico (Creatinin Olympus System
Reagent; Olympus Irlanda ref. OSR6178), que se fundamenta en la
reaccidon de Jaffé. La creatinina en un medio alcalino reacciona con el
acido 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
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creatinina en la muestra (Folin, 1904; Cook, 1971; Larsen, 1972;
Lamb y cols., 2006).

2.H.10. Urea:

Los niveles séricos de urea fueron cuantificados con un método
enzimatico cinético por espectrofotometria ultravioleta (Urea Olympus
System Reagent; Olympus Irlanda ref. OSR6134). La urea es
hidrolizada en presencia de agua y de ureasa dando lugar a un ién
amonio y didoxido de carbono. El amonio producido en ésta primera
reaccion reacciona con 2-oxoglutarato y NADH produciéndose
glutamato y NAD® en presencia de GLDH. El descenso en la
concentracion de NADH produce una disminucién en la absorbancia por
unidad de tiempo en la longitud de onda de 340 nm que es
proporcional a la concentracién de urea (Sampson y cols., 1980; Lamb
y cols., 2006)

2.I. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE CITOQUINAS EN
HIGADO, ILEON Y GANGLIOS LINFATICOS MESENTERICOS

La determinacion de las concentraciones tisulares de citoquinas se
realizdO mediante una técnica de inmunoensayo enzimatico de tipo
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), utilizando kits
comerciales especificos para rata (BioNOVA Cientifica Ltd., Madrid,

Espafa).

2.I.1 Homogeneizacion de los tejidos

Las muestras de tejido congelado se introdujeron en tubos de
polipropileno (Falcon; Becton Dickinson, Lincoln Park, Estados Unidos)
que contenian tampon de lisis a 4°C (10 ml de tampodn/g de tejido). El
tampdn de lisis contiene fenilmetilsulfonil flior (PMSF; Sigma Chemical
Company), pepstatina A 1 p g/ml (Sigma Chemical Company),
aprotinina (Sigma Chemical Company), antipaina (Sigma Chemical
Company) y leucopeptina en tampon fosfato a pH 7,2 con el 0,05% de

azida sddica. Las muestras se homogeneizaron 3 veces durante 30 s
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con un homogeneizador eléctrico (Polytron; Brinkmann Instruments,
Westminster, Estados Unidos) a maxima velocidad. A continuacion, las
muestras son “sonicadas” 5 veces, y se congela el sobrenadante a -
80°C para permitir la formacién de agregados macromoleculares. Tras
su descongelacion a 4° C se centrifugaron a 3.000 rpm y se midio el
volumen final de homogeneizado con una pipeta graduada. Los
homogeneizados tisulares se almacenaron a - 80 ©°C hasta Ia

realizacién de la determinacién cuantitativa de las citoquinas.

2.1.2. Valoracion de los niveles tisulares de citoquinas

La cuantificacion de los niveles tisulares de TNFa, IL-1B, IL-4, IL-
10, IL-13, IL-17A, monocyte chemoattractant protein (MCP-1), factor
de crecimiento transformador beta 1 (transforming growth factor B1;
TGF-B1) y Factor de crecimiento de endotelio vascular (vascular
endothelial growth factor; VEGF) se realizd mediante un método
enzyme linked-immuno-sorbent-assay  (ELISA), utilizando kits
especificos para rata, de acuerdo a las instrucciones del fabricante
(DIACLONE SAS, Besancon, Francia).

INMUNOENSAYO ENZIMATICO DE TIPO ELISA SANDWICH I
T™B

anticuerpos HRP ;;\ |

g

- & & =
Y

Y R R

| FASE SOLIDA |
Figura 22. Formaciéon de un "“sandwich” de fase sdlida constituido por
Anticuerpo-Antigeno-Anticuerpos-Enzima.

2.1.3. Determinacion de los niveles tisulares de proteinas

Para valorar las concentraciones de proteinas en las muestras
tisulares se utilizé un método quimico espectrofotométrico. Se prepara
una solucion patron de albumina sérica bovina (BSA) (Sigma) a una
concentracion de 1 mg/ml en PBS. Posteriormente, se afladen a las

cubetas de lectura del espectrofotometro 2, 4, 8, 12, 16, 20 ul de
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dicha solucién, y se completan hasta un volumen final de 800ul de PBS
(es decir, anadiremos 798, 796, 792, 788, 784 y 780 ul de PBS).
Afadimos a todas las cubetas 200 ul de reactivo de Bradford (BIO-RAD
Protein Assay) y dejamos actuar 5 minutos. Posteriormente, se
procede a la lectura de la absorbancia en un espectrofotdmetro
Ultrospect III (Pharmacia) a 595 nm., calibrandolo en blanco sin
proteina, que contiene 800 pl de PBS y 200 ul de reactivo de Bradford,
y se realiza la curva patron. Para calcular la cantidad de proteina de
las muestras del complejo linfatico mesentérico superior (CLMS) vy del
ileon fue necesario hacer una diluciéon 1/10 en PBS, porque al estar
muy concentradas, quedaban fuera de la curva patréon. Se extrapolé el
valor de la absorbancia obtenida de la muestra problema sobre la
curva patrén, y asi se obtuvo la concentracidon de proteinas. Todas las
muestras se valoraron como minimo dos veces, y posteriormente se
realizé la media aritmética de los valores obtenidos.

La cantidad de proteinas presente en las muestras se cuantificd
mediante el método Bradford, que esta basado en los cambios de color
que sufre el reactivo Bradford (Azul de Coomassie) cuando se une a
residuos de proteinas, concretamente a aminodacidos basicos

(principalmente arginina) y a aminoacidos aromaticos.

2.]. ESTUDIO MICROSCOPICO E HISTOPATOLOGICO

Para el estudio histopatoldgico se procesaron las muestras

mediante técnicas de rutina para microscopia optica:

2.].1 Fijacion

La fijacién de los tejidos es indispensable para evitar los procesos
autoliticos o postmortem de las células de forma inmediata, y para que
las estructuras tisulares se conserven e inmovilicen. Para esto, se
introdujeron los tejidos inmediatamente tras su extirpacién en formol
tamponado al 10%, que tiene una penetracion relativamente rapida en
los mismos. El tiempo de fijacion para este reactivo es de 12 a 24

horas.
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2.].2. Inclusion

Tras el tallado de los drganos, las piezas seleccionadas se
incluyeron en parafina mediante un sistema automatico con
temperatura y vacio controlado por ordenador (Histomatic 166 MP,
Fisher). En este procesado automatico, inicialmente, las piezas se
sumergieron en una cubeta con agua destilada. Dado que la parafina
no es soluble en agua, previamente a la inclusién hay que deshidratar
el tejido para que ésta pueda penetrar en el mismo. Durante este
proceso de deshidratacién progresiva, se pasan las muestras por
cubetas que contienen concentraciones crecientes de alcohol etilico:
primero al 70%, después al 96% y por ultimo alcohol absoluto
(100%). El tejido se sumerge en cada cubeta 3 veces, durante 10
minutos cada vez, pasando después a la siguiente cubeta y repitiendo
este proceso. A continuacidn, se realiza el aclarado, que es un paso
necesario para que se pueda incluir el tejido en parafina, ya que ésta
tampoco es soluble en alcohol. El agente mas utilizado es el xilol,
debido a su rapida accion, si bien se pueden utilizar también benzol o
toluol. De esta forma, se sustituye el alcohol etilico (deshidratante) por
xilol (sustancia miscible con la parafina), de forma que la parafina se
pueda disolver y penetrar en el tejido. Finalmente, en la estacién de
inclusion, se procedid a la obtencion 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, se coloca la muestra en una cubeta, se vierte la parafina dura

fundida en su interior, y se enfria en hielo.

2.]).3. Procesado de los cortes
Tras la inclusidén, se procedid a realizar el corte de las piezas con un
microtomo de parafina tipo Minot (Microm), obteniéndose secciones de
4 a 7 pym de grosor. A continuacién, las secciones colocadas en un
portaobjetos e identificadas se sometieron a un proceso de
desparafinado. Para esto, se somete a las preparaciones a tres bafos

de 3 a 5 minutos en xilol. Posteriormente, se han de hidratar para que
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los colorantes puedan actuar. Esto se hace utilizando alcohol en
concentraciones decrecientes (absoluto, 96 % y 70%) vy, finalmente,
agua destilada. Las muestras han de estar sumergidas en cada bafo

entre 3 y 5 minutos.

2.].4. Tincidon y montaje

Finalmente, se llevd a cabo la tincién de las preparaciones con
Hematoxilina-Eosina, y Tricrdmico de Masson para la posterior
observacién al microscopio éptico de las diferentes muestras tisulares.
Una vez tefidos con los protocolos que se indican a continuacion, se
debe extraer el agua de la preparacion para evitar la opacidad del
tejido. La deshidratacion se lleva a cabo por alcoholes de gradacién
creciente. A continuacidon, se realiza un aclarado con xilol, que
disminuye el contraste de los indices de refraccién de los componentes
de los tejidos y, para finalizar, se procede a su montaje, colocando una
gota del medio de montaje (balsamo de Canadad o un medio sintético)
sobre el corte, apoyando y presionando sobre éste el cubreobjetos
para eliminar las burbujas. Por ultimo, se limpia el medio de montaje

excedente y se deja secar.

2.).4.a. Hematoxilina-Eosina:

Es una tincidn general que nos 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 continuacidn se sumergieron en eosina unos segundos, se
lavaron con agua destilada de nuevo y se procedié a su deshidratacion

en alcoholes y montaje.

2.].4.b. Tricromico de Masson:

Se ha utilizado para poner de manifiesto las diferentes capas:
muscular, tejido conectivo y, ademas es un colorante que tiene gran
afinidad por el tejido fibroso. Los cortes ya hidratados se sumergen en

hematoxilina férrica de Weigert’s durante 20 minutos, y después se
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lavan con agua corriente durante 1 minuto. A continuacién, se
diferencian en alcohol acido (1% acido Clorhidrico en alcohol al 70%)
durante 10 segundos. Se lava en agua corriente durante 5 minutos. Se
tine entonces con el reactivo rojo (Briebrich scarlet, fucsina acida y
acido acético glacial) durante 15 minutos, y se aclara con agua
destilada. Se trata con 4&acido fosfotungsténico al 5% durante 15
minutos y se aclara brevemente en agua destilada. Se elimina el
exceso de agua y se observa la preparacion para asegurarse de que la
tincidon es adecuada. Se introduce en la tincién verde durante 1 minuto
y se aclara con agua destilada. Después, se trata con acido acético al
1% durante 3 minutos, y se aclara con agua destilada. Se elimina el
exceso de agua y se comprueba que la tincion es adecuada. Para

finalizar, se deshidrata en alcoholes de gradacion creciente y se monta.

2.).5. Estudio histomorfométrico de fibrosis en el

parénquima hepatico con tincion de rojo sirio

Para valorar el grado de fibrosis en el higado se utilizé un sistema
de analisis de imagen que cuantifica el coldageno del mismo midiendo
en secciones histoldgicas el area tenida con Rojo Sirio. Las imagenes
microscopicas se captaron con una camara Leica DC 300 acoplada a un

microscopio Leica DM 5000B con pletina motorizada. Se digitalizé un

drea minima de 15 mm” de tejido mediante la captacién secuencial y
automatica de imagenes microscépicas obtenidas con el objetivo 10x.
Para cuantificar el area tefiida por el Rojo Sirio respecto al area total
del tejido hepatico se utilizd el software Leica Qwin. En ésta aplicacion
informatica se desarrollé un procedimiento o rutina que incluyd la
segmentacion de cada una de las imagenes con el fin de obtener el
area tefiida por Rojo Sirio en valores numéricos. Asi, comparando el
valor numérico del area tefida con Rojo Sirio respecto al valor
numérico del area total analizada se obtiene el porcentaje de area del

higado ocupada por fibrosis.
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2.K. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Para el analisis estadistico de los resultados se utilizé la aplicacién
informatica SPSS versién: 15.0 para Windows® (SPSS Inc., Chicago,
IL, USA). En primer lugar, se realizd un estudio descriptivo de los
resultados obtenidos, expresandolos mediante una medida de
centralizacion (media aritmética) y una medida de dispersion
(desviacion estandar) (x + DE).
La comparacion entre variables cualitativas y cuantitativas se ha
realizado mediante la funcion Chi Cuadrado, estableciendo la
significaciéon estadistica en funcion de los residuos corregidos,
considerandose un resultado significativo cuando dicho residuo no esta
incluido en el intervalo [+2, -2].
Para comparar las variables cuantitativas se utilizd la prueba de
analisis de la varianza (ANOVA). En éste Ultimo caso, cuando existia un
contraste estadisticamente significativo se empled el test de Duncan
para contrastes a posteriori. Previamente, se habia comprobado que
las variables estudiadas se ajustaban a una distribucion Normal
mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Los resultados se

consideran estadisticamente significativos cuando p< 0,05.
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IV. RESULTADOS



Resultados

1. SUPERVIVENCIA Y COMPLICACIONES POSTOPERATORIAS

1.A. Supervivencia

De todos los animales que formaron parte del disefio experimental
sobrevivieron 118, 50 de los cuales fueron pseudo-operados (PSO) y 68 con
colestasis microquirdrgica extrahepatica (CMQ). Los animales con CMQ
presentaban ictericia y coluria intensas, asi como acolia moderada.

1.B. Complicaciones postoperatorias

Las ratas pseudooperadas no presentaron complicaciones durante la
evolucion postoperatoria (p.o.). Por el contrario, las ratas con CM sufrieron
las siguientes alteraciones:

Pared abdominal:

En los animales colestasicos la cicatriz de la laparotomia mostraba
evidentes alteraciones tréficas e, incluso en 8 casos (11,76%) se
desarrollaron eventraciones.

Complicaciones neurologicas:

A las 8-9 semanas del p.o. los animales colestasicos se muestran
menos reactivos y disminuye su movilidad, siendo ademas, sus movimientos
mas lentos respecto a las ratas pseudooperadas y disminuye su respuesta a
los estimulos dolorosos.

Sintomas colestasicos:
Los animales con CM presentaban ictericia cutdanea, mas evidente en

las orejas, las extremidades y la cola, coluria y acolia.

1.C. Hallazgos macroscopicos en la necropsia
Pared abdominal:

La observacidn macroscopica de la pared abdominal cuando se
sacrifican los animales, a las 8-9 semanas del p.o., demuestra un
significativo déficit de la cicatrizacion, con atrofia de la capa muscular vy, en
8 casos (11,76%) eventracion.

Complicaciones hemorragicas:
Al realizar la laparotomia en el momento del sacrificio, en las ratas

con CM se produce mayor hemorragia respecto de las ratas pseudooperadas.
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Ademds, 16 (23,53%) ratas colestasicas presentan hematomas
intramusculares en los puntos de puncidon para la administracion de la

profilaxis anti-hemorragica y antibiética en las extremidades inferiores.

Afectacion hepatica:

En las ratas con CM existe una heterogeneidad de la afectacion hepatica.
Algunos animales (nh=12; 17,65%) presentan aumento intenso de la
consistencia hepatica y hepatomegalia franca, asociado a un gran volumen
de ascitis, e intensa ictericia muco-cutanea, en tanto que el resto (n=56;
82,35%) desarrollan higados congestivos o esteatdsicos sin tanto aumento
de la consistencia hepatica ni signos marcados de hipertensién portal. Un
minimo porcentaje de ratas (n=3; 4,41%) desarrollan pequefios quistes
biliares a nivel hiliar previos a la ligadura de los conductos biliares de drenaje
de cada I6bulo hepatico. En ocasiones (n=48; 70,59%) se aprecian
adherencias epiploicas al higado con circulacién colateral porto-hepatica. A su
vez, en las ratas colestasicas que recibieron tratamiento con ketotifén a
partir de la sexta semana del p.o. la presencia de ascitis es minima y el
higado tiene un aspecto congestivo, pero sin aumento de su consistencia y

ocasionalmente presentan algun foco de necrosis.

Sistema gastro-intestinal:

Algunas ratas (n=27; 39,71%) desarrollan ulceras gastricas. El
estbmago e intestino delgado aparece ocasionalmente con paredes
engrosadas y edematosas. También se observa ocasionalmente edema
retroperitoneal y pancreatico. Es frecuente encontrar circulacién colateral
portosistémica, vasculopatia venosa mesentérica y adenitis mesentérica
hemorragica. En las ratas colestasicas tratadas con ketotifén se produce una

marcada atrofia de la grasa mesentérica.
Torax:

A nivel toracico se ha comprobado la existencia de edema pulmonar y

derrame pleuro-pericardico en algunas (n=12; 17,65%).
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Sistema Génito-Urinario:
Los testiculos de las ratas con colestasis se muestran disminuidos de
tamano, edematosos y con tinte ictérico. Los rifones presentan mayor

tamafo y desarrollan un color verde oscuro.

2. EVOLUCION DEL PESO CORPORAL

Los resultados correspondientes al peso corporal (PC) de los animales,
tanto al inicio como al final del estudio, asi como el incremento de peso
corporal, se representan en la tabla 1 y en las figuras 29, 20 y 31. El
incremento del peso corporal al final del periodo evolutivo es menor
(p<0.001) en las ratas con colestasis (CMQ), tanto a las seis como a las 8-9
semanas de evolucion p.o. respecto de sus correspondientes ratas
pseudooperadas (PSO). (Tabla 1; figura 31). La administracion de ketotifén
a los animales PSO apenas produce variaciones es su aumento de peso al
final del periodo p.o. de 8-9 semanas, en tanto que en las ratas colestdsicas
ketotifén causa un incremento (p<0.01) de PC respecto de las ratas con

colestasis que no fueron tratadas con éste farmaco. (Tabla 1; figura 31).
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Tablal. Peso corporal inicial (PCI;g), peso corporal final (PCF;g), e incremento de
peso corporal (APC; g) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas
de evolucién p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirurgica (CMQ-
9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolucion p.o.: pseudo-
operadas (PS0O-6), y con colestasis microquirturgica (CMQ-6); y en la Serie III, de
ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o. tratadas con ketotifén:
pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirtrgica (CMQ-KTF).

Serie Grupo PCI PCF APC

EE X3
242,41°°°  3941°" 151,75 FFFRRR
PSO-9 N i s
. (n=15) 4549 26,29 35,24
Serie I
296,31 346,207 49,90 PP
CMQ-9 + ' aa
(n=20) 46,85 33,89 40,54
256,15°°° 366,45 °° 110,30 FH
PSO-6 N ! .
. (n=20) 46,53 27,12 21,89
Serie II
b 33 3
251,73°°° 283,00%% 31,28 PR
CMQ-6 i N N
(n=20) 5796 36,03 31,73
b 33 3
247,53°*° 408,53 161,00 FHF " RRB
PSO-KTF N . .
(n =15)
cerie 111 26,01 37,11 39,28
256,15°°° 343,237 702 87,08
CMQ-KTF N : "
(n=14) 3148 29,94 37,05

Media * desviacion estandar. BBB p<0.001: valor ES respecto de PSO-6; @
p<0.05: valor ES respecto de PSO-9; > p<0.05: valor ES respecto de PSO-
KTF; +# p<0.05, ++ p<0.01; ¥+ p<0.001: valor ES respecto de CMQ-6; ee
p<0.01; eee p<(0.001: valor ES respecto de CMQ-9; ; ** p<0.01; ***
p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF.
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PESO CORPORAL INICIAL
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Figura 29: Peso corporal inicial en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis
microquirdrgica (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de
evolucién p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis microquirtrgica (CMQ-6);
y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o.
tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirurgica
(CMQ-KTF). Peso corporal inicial (PCI;g), en ratas pseudo-operadas (PSO), y con
colestasis microquirurgica extrahepatica (CMQ). Media + desviacion estandar. eee
p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9.

PESO CORPORAL FINAL
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Figura 30: Peso corporal final en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis
microquirdrgica (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de
evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis microquirdrgica (CMQ-6);
y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o.
tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirurgica
(CMQ-KTF). Media *+ desviacion estandar. ® p<0.05: valor ES respecto de PSO-9; >
p<0.05: valor ES respecto de PSO-KTF; + p<0.05, ¥+ p<0.01: valor ES respecto de
CMQ-6.
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Figura 31.Incremento de peso corporal (APC; g) en la Serie I, de ratas sacrificadas
entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con
colestasis microquirtirgica (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6
semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis
microquirurgica (CMQ-6); y en la serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucién p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y
con colestasis microquirurgica (CMQ-KTF). Media * desviacion estandar. BBB
p<0.001: valor ES respecto de PSO-6; ® p<0.05: valor ES respecto de PSO-9; >
p<0.05: valor ES respecto de PSO-KTF; +* p<0.01; ##¥# p<0.001: valor ES respecto
de CMQ-6; ee p<(0.01; eee p<(0.001: valor ES respecto de CMQ-9; ** p<0.01; ***
p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF.

3. PESO HEPATICO

Los animales con colestasis a las 8-9 semanas del p.o., tanto los que
no fueron tratados con ketotifén como los que recibieron ketotifén desde la
sexta semana del p.o. hasta su sacrificio, presentaban hepatomegalia
(p<0.001) respecto a los animales pseudooperados (tabla 2; figura 32). Por
el contrario a las 6 semanas de evolucidn, el peso hepatico (PH) es similar en
las ratas con colestasis respecto de los PSO (tabla 2; figura 32). El PH en las
ratas colestasicas de larga evolucién (8-9 semanas del p.o) es superior
(p<0.001) respecto de las ratas con colestasis a las 6 semanas de evolucion
(tabla 2; figura 32). La administracién de ketotifén parece no ejercer efectos

sobre el PH ni en los animales PSO, ni en los colestasicos (tabla 2; figura 32).
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Cuando analizamos la relacién PH/PC los resultados son similares,
salvo por el hecho de que a las 6 semanas del postoperatorio se produce un
incremento de PH/PC (p<0.001) en las ratas con colestasis respecto de las

pseudo-operadas (tabla 2; figura 33).

Tabla 2. Peso hepatico (PH,;g), Relacion peso hepatico / peso corporal x 100 (PH/PC;
%) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o.:
pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirurgica (CMQ-9); en la Serie II,
de ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y
con colestasis microquirturgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre
las 8 y 9 semanas de evolucion p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-
KTF), y con colestasis microquirurgica (CMQ-KTF).en ratas pseudo-operadas (PSO), y
con colestasis microquirurgica extrahepatica (CMQ).

Serie Grupo PH PH/PC
q %
oKk tfteee*¥*
13,83°°° 3,53
PSO-9 ' '
(n=15) 237 oj;7
Serie I ! !
CMQ-9 26,02 7,59+
(n =20) + +
5,23 1,86
LYY Yolokol
Y'Y Yaloko 3,15
11,55 !
PSO-6 N +
(n = 20) 148 0,35
Serie II !
X %k k %k k
cMO-6 13,99°°° 4,94°°%°
% + +
(n = 20) 2,85 0,81
X k& Xk Xk
?SO-?;; 13,41000 3,29¢¢¢ooo
n =
: + +
Serie III 1,37 0,22
28,22 823" "
CMQ-KTF + +
(n = 14) 5,23 1,42

Media + desviacién estandar. ¥+ p<0.001: valor ES respecto de CMQ-6;
eee p<(0.001: valor ES respecto de CMQ-9; *** p<0.001: valor ES
respecto de CMQ-KTF
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Figura 32: Peso hepatico (PH;g) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PS0O-9), y con colestasis
microquirurgica (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de
evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis microquirdrgica (CMQ-6);
y en la serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o.
tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirurgica
(CMQ-KTF). Media + desviacion estandar. eee p<0.001: valor ES respecto de CMQ-
9, *** p<(0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF.
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Figura 33: Relacion peso hepatico / peso corporal x 100 (PH/PC; %) en la Serie I,
de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas
(PS0O-9), y con colestasis microquirtirgica (CMQ-9); en la Serie II, de ratas
sacrificadas a las 6 semanas de evolucidon p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con
colestasis microquirurgica (CMQ-6); y en la serie III, de ratas sacrificadas entre las 8
y 9 semanas de evolucidon p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y
con colestasis microquirtrgica (CMQ-KTF).en ratas pseudo-operadas (PSO), y con
colestasis microquirdrgica extrahepatica (CMQ). Media * desviacion estandar. #++
p<0.001: valor ES respecto de CMQ-6; eee p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9;
*** p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF.
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En lo referente al peso de los I6bulos hepaticos, la distribucién del peso
de los ldbulos anteriores (medio y lateral izquierdo) y de los ldbulos
posteriores (lateral derecho y caudado) sigue la misma pauta. Asi, el peso
lobular hepatico aumenta (p<0.001) en las ratas con colestasis, con o0 sin
ketotifén, respecto de las pseudooperadas, pero sbélo a las 8-9 semanas del
p.o. (tabla 3; figuras 34 y 35). Ademas, el peso de los lébulos hepaticos
anteriores y posteriores en las ratas con colestasis a las 8-9 semanas de
evolucidn es superior (p<0.001) respecto al registrado a las 6 semanas del
p.o. (tabla 3; figuras 34 y 35).

Tabla 3. Peso de los I6bulos hepaticos anteriores (PLLAA;g) y de los lébulos
hepaticos posteriores (PLLPP; g) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PS0O-9), y con colestasis
microquirurgica (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de
evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis microquirdrgica (CMQ-6);
y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o.
tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirurgica
(CMQ-KTF).

Serie Grupo PLLAA PLLPP
)] €))
8,27***... ***o00
PSO-9 + 4':3
(n = 15)
Serie I 0,92 0,79
15,61 10,04
CMQ-9 + +
(n = 20) 3,68 2,6
7,85***... ) ***...
(n = 20) 0,99 0,87
Serie II ! 8
%k Xk %k Xk
10,48 °°*° 3,51 °°°
C'VlQ'6 + +
(n = 20) 2,51 1,18
***... ***...
PSO-KTF 8,83 4,57
(n = 15) + +
Serie I11 0,9 0,69
CMQ-KTF 17,21 11,02
(n =14) + +
3,45 2,66

Media *+ desviacion estandar. eee p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9;
*** p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF.
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Figura 34: Peso de los I6bulos hepaticos anteriores (PLLAA;g) en la Serie I, de
ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o.: pseudo-operadas (PSO-
9), y con colestasis microquirurgica (CMQ-9),; en la Serie II, de ratas sacrificadas a
las 6 semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis
microquirurgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucion p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y
con colestasis microquirdrgica (CMQ-KTF). Media % desviacién estandar. eee
p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9, *** p<0.001: valor ES respecto de CMQ-
KTF.
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Figura 35: Peso de los Iébulos hepaticos posteriores (PLLPP; g) en la Serie I, de
ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-
9), y con colestasis microquirdrgica (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a
las 6 semanas de evoluciéon p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis
microquirtrgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucion p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y
con colestasis microquirdrgica (CMQ-KTF). Media =+ desviacién estandar. eee
p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9, *** p<0.001: valor ES respecto de CMQ-
KTF.
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Cuando se consideran el peso de los |6bulos hepaticos anteriores (medio vy
lateral izquierdo) y posteriores (lateral derecho y caudado) respecto del peso
corporal, el indice del peso de los Iébulos anteriores respecto del peso
corporal es mayor (p<0.001) en las ratas con colestasis a las 6 semanas
respecto de las ratas colestasicas a las 9 semanas de evolucién (tabla 4;
figura 36). Ademas, en éste periodo del p.o. este indice es también mayor
(p<0.01) en las ratas con colestasis respecto de las ratas pseudo-operadas.
Tras 8-9 semanas de evolucion la administracion de ketotifén aumenta
(p<0.05) el indice peso LLAA/PC en los animales pseudo-operados, en tanto
que lo disminuye (p<0.01) en las ratas colestasicas (tabla 4; figura 36). Por
el contrario, la relacién de los LLPP/PC es menor (p<0.001) en las ratas con
colestasis a las 6 semanas respecto de las ratas colestasicas a las 9 semanas
de evolucién (tabla 4; figura 37). Ademas, en éste periodo del p.o. este
indice es también menor (p<0.01) en las ratas con colestasis respecto de las
ratas pseudo-operadas. Tras 8-9 semanas de evolucién la administracién de
ketotifén aumenta (p<0.05) el indice peso LLPP/PC en las ratas colestasicas
(tabla 4; figura 37).
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Tabla 4. Relacion peso I6bulos hepaticos anteriores / peso hepatico x 100 (PLHA/PH;
%), Relacion peso Ié6bulos hepaticos posteriores / peso hepatico x 100 (PLHP/PH; %)
en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o.:
pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirurgica (CMQ-9); en la Serie II,
de ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y
con colestasis microquirurgica (CMQ-6); vy en la Serie III, de ratas sacrificadas entre
las 8 y 9 semanas de evolucion p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-
KTF), y con colestasis microquirurgica (CMQ-KTF).

Serie Grupo PLLAA/PH PLLPP/PH
% %
Ex
60,58 thox
PSO-9 + 32'6;3:
(n = 15)
Serie I 6,92 6
60,1777 38,86
(n = 20) 8,45 8,08
Xk b 3 3
68,15:“:.. (010) 31,85¢¢..
(n = 20)
Serie II 2,03 >/03
Xk %k Xk
74,62°°°" PP® 55 3g°ee
CMQ-6 N L
(n = 20) 8,56 8,56
3
PSO-KTF P 34,07 77
Serie III (n = 15) T +
281 2,81
+4%
T4 38,92
CMQ-KTF 61,08 :
(n = 14) +
557 557

Media = desviacion estandar. ® p<0.05: ®® p<0.01; ®OP p<0.001:
valor ES respecto de PSO-9; #+ p<0.01; #+#¥%¥ p<0.001: valor ES respecto
de CMQ-6, e p<0.05; ee p<0.01; eee p<(0.001: valor ES respecto de
CMQ-9; * p<0.05: ** p<0.01: valor ES respecto de CMQ-KTF.
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Figura 36: Relacion peso I6bulos hepaticos anteriores / peso hepatico x 100
(PLHA/PH; %), en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de
evolucioén p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirurgica (CMQ-9);
en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolucion p.o.: pseudo-
operadas (PSO-6), y con colestasis microquirtrgica (CMQ-6); y en la Serie III, de
ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o. tratadas con Ketotifén:
pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirtrgica (CMQ-KTF). Media +
desviacion estandar. ®® p<0.01; ®®® p<0.001: valor ES respecto de PSO-9; ++
p<0.01; ¥#+ p<0.001: valor ES respecto de CMQ-6, ee p<0.01; eee p<(0.001: valor
ES respecto de CMQ-9, * p<0.05: ** p<0.01: valor ES respecto de CMQ-KTF.
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Figura 37: Relacion peso I6bulos hepaticos posteriores / peso hepatico x 100
(PLHP/PH,; %) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de
evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirtrgica (CMQ-9);
en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolucion p.o.: pseudo-
operadas (PS0O-6), y con colestasis microquirurgica (CMQ-6); y en la Serie III, de
ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o. tratadas con Ketotifén:
pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirtrgica (CMQ-KTF). Media =
desviacion estandar. *+ p<0.01; #*+ p<0.001: valor ES respecto de CMQ-6; e
p<0.05; ee p<(0.01; eee p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9;, * p<0.05: **
p<0.01: valor ES respecto de CMQ-KTF.

91



Resultados

(A) (B)

Figura 38. Fotografia comparativa del aspecto macroscdpico del higado en una rata
del grupo de pseudo-operadas (A), y otra del grupo con colestasis (B). Se aprecia
hepatomegalia, ictericia y aspecto granulado en el higado colestasico.

4. PESO ESPLENICO

Todos los animales con colestasis, tanto a las 6 como a las 8-9 semanas
de evolucion p.o., mostraron esplenomegalia, siendo el aumento del peso
esplénico (PE) y del indice peso esplénico/peso corporal (PE/PC) significativo
(p<0.001) respecto de las ratas pseudooperadas (tabla 5; figura 39). En las
ratas con colestasis el indice PE/PC es superior (p<0.001) a las 6 semanas
respecto de las ratas que se estudiaron a las 8-9 semanas del p.o. La
administracion de ketotifén no reduce la esplenomegalia en las ratas con
colestasis, aunque si hay una menor (p<0.05) relacion PE/PC en las ratas
con colestasis a las que se administra ketotifén (CMQ-KTF) al compararlas

con las pseudooperadas (tabla 5; figura 40).
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Tabla 5. Peso esplénico (PE;g) y Relacion peso esplénico / peso corporal x 100
(PE/PC; %) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion
p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirirgica (CMQ-9); en la
Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas
(PS0O-6), y con colestasis microquirurgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas
sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucidon p.o. tratadas con ketotifén:
pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirtrgica (CMQ-KTF.

Serie

Serie I

Serie II

Serie III

Grupo

PSO-9
(n = 15)

CMQ-9
(n = 20)

PS0O-6
(n = 20)

CMQ-6
(n = 20)

PSO-KTF
(n = 15)

CMQ-KTF
(n = 14)

PE
(9)

FitoooX**

0,78
+
0,95

2,04
+
0,41

FitooeX*x*

0,93
+
0,14

2,02
+
0,52

Fitoeoo***

0,84
+
0,15

2,11
+
0,32

PE/PC
(%)

¥**itteoe

0,20
+
0,02
0159*¢¢¢
+
0,11

***ttieee

0,25
+
0,03

0,71°°°
+
0,13
* Kk
0,21 Ftteoe
+
0,03

062"
+
0,12

Media = desviacién estandar. ¥+ p<0.01; #** p<0.001: valor ES respecto
de CMQ-6, eee p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9;, * p<0.05: ***
p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF.
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Figura 39: Peso esplénico (PE;g) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PS0O-9), y con colestasis
microquirurgica (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de
evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis microquirdrgica (CMQ-6);
y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o.
tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirurgica
(CMQ-KTFPeso esplénico (PE;g) en ratas pseudo-operadas (PSO), y con colestasis
microquirurgica extrahepatica (CMQ). Media + desviacién estandar. ¥*¥+* p<0.001:
valor ES respecto de CMQ-6, eee p<(0.001: valor ES respecto de CMQ-9, ***
p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF

94



Resultados

1,0

0,8

GRAMOS

0,0

0,6
0,4

0,2

PESO ESPLENICO/PESO CORPORAL %

$3%

- e e NOKX

REEeS

SERIE |

N PSO 9
C1CMQ9
I PSO 6
I CMQ 6
Il PSO KTF
[ CMQ KTF

i+

SERIE NI

Figura 40: Relacién peso esplénico/peso corporal x 100 (PE/PC; %) Peso esplénico
(PE;g)en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o.:
pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirtrgica (CMQ-9); en la Serie II,
de ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y
con colestasis microquirturgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre
las 8 y 9 semanas de evolucién p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-
KTF), y con colestasis microquirturgica (CMQ-KTF) en ratas pseudo-operadas (PSO), y
con colestasis microquirurgica extrahepatica (CMQ). Media + desviacion estandar. ++
p<0.01, ¥+# p<0.001: valor ES respecto de CMQ-6; eee p<0.001: valor ES respecto
de CMQ-9; * p<0.05: *** p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF.

Figura 41. Fotografia comparativa del tamafio de un bazo de una rata con CMQ

(peso de 1,13 g) y de otra pseudo-operada (peso 0,88g).
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5. PESO TESTICULAR

En las ratas con colestasis, tanto a las 6 como a las 8-9 semanas de
evolucion p.o., se produce atrofia testicular, siendo el peso testicular inferior
(p<0.001) en éstos animales respecto de los animales pseudooperados
(tabla 6; figura 51). ElI PTT es inferior (p<0.001) a las 6 semanas de
colestasis respecto a la evolucién mas prolongada (8-9 semanas) (tabla 6;
figura 51). La administracién de ketotifén a las ratas con colestasis (CMQ-
KTF) no ejerce ningun efecto sobre el peso testicular (tabla 6; figura 51). Sin
embargo, cuando el peso testicular se considera respecto del peso corporal,
la atrofia testicular es menor (p<0.05) en las ratas con colestasis y, ademas
ketotifén parece ejercer un efecto trofico ya que el peso testicular en las
ratas con colestasis es similar al de las ratas pseudo-operadas (tabla 6;
figura 52).
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Tabla 6. Peso testicular bilateral (PTT,;g), Relacidon peso testicular / peso corporal x
100 (PTT/PC; %) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de
evolucién p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirurgica (CMQ-9);
en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolucién p.o.: pseudo-
operadas (PSO-6), y con colestasis microquirurgica (CMQ-6); y en la Serie III, de
ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o. tratadas con ketotifén:
pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirturgica (CMQ-KTF).

Serie Grupo Iz;_)r P-I(_g/ﬁl))c
B3
3,64¢¢¢ooo 0,911:1:1:0[3
_ PSO-9 + +
Serie 1 (n = 15) 0,29 0,65
2,90¢¢¢ 0,85¢<CBB
(n = 20) 0,56 0,17
%k
3’654:4:4:000 0,961:1:1:00
%k k
2,08°°° 0,72PBRee
(n = 20) 0,70 0,18
Xk >k
3,781:1:1:000 0,931:1:1:0[3
PSO-KTF N N
(n = 15)
Serie III 0,37 0,11
3110¢¢¢ 0,91¢¢¢.
CMQ-KTF L +
(n=14) 0,40 0,10

Media + desviacion estandar. B p<0.05; BB p<0.01; BBB p<0.001: valor
ES respecto de PSO-6, ¥+ p<0.01, #** p<0.001: valor ES respecto de
CMQ-6; e p<0.05; ee p<0.01; eee p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9;
** p<0.01; *** p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF.
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Figura 42: Peso testicular bilateral (PTT,;g) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre
las 8 y 9 semanas de evoluciéon p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis
microquirurgica (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de
evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis microquirdrgica (CMQ-6);
y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o.
tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirurgica
(CMQ-KTF. Media £ DE. +++ p<0.001: valor ES respecto de CMQ-6; e p<0.05; eee
p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9; ** p<0.01; *** p<0.001: valor ES respecto
de CMQ-KTF.
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Figura 43: Relacion peso testicular / peso corporal x 100 (PTT/PC; %) en la Serie
I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas
(PS0O-9), y con colestasis microquirurgica (CMQ-9); en la Serie II, de ratas
sacrificadas a las 6 semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con
colestasis microquirurgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las
8 y 9 semanas de evolucién p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF),
y con colestasis microquirtrgica (CMQ-KTF). Media + desviacion estandar. B p<0.05;
BB p<0.01; BBB p<0.001: valor ES respecto de PSO-6; ++ p<0.01; #++ p<0.001:
valor ES respecto de CMQ-6; e p<0.05; ee p<0.01: valor ES respecto de CMQ-9.

Figura 44. Imagen demostrativa de la atrofia testicular que se produce en las ratas
con colestasis (derecha) respecto de las ratas pseudo-operadas (izquierda).
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6. PRESION PORTAL

La presion portal aumenta en las ratas con colestasis con respecto a las
pseudooperadas (p<0,001), sin existir diferencias cuando se tratan con
ketotifén (tabla 7; figura 45).

Tabla 7: Presion Portal (PP; mm Hg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8
y 9 semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis
microquirurgica (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de
evolucién p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis microquirtrgica (CMQ-6);
y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o.
tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirurgica
(CMQ-KTF).

PP
mm Hg
PSO-9 673
(n=17) 2,33
Serie I
13,43CDCDCDZZZ
CMQ-9 +
(n=12) 2,34
PSO-KTF 7,02
~15) =
(n 1,83
Serie III
15,04CDCDCDZZZ
CMQ-KTF +
(n=14) 2,63

Media % desviacion estandar. ®®® p<0.001: valor ES respecto de PS0O-9;, 535
p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF.
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Figura 45: Presion Portal (PP; mm Hg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las
8 y 9 semanas de evolucidén p.o.: pseudo-operadas (PS0O-9), y con colestasis
microquirdrgica (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de
evolucién p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis microquirdrgica (CMQ-6);
y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evoluciéon p.o.
tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirurgica
(CMQ-KTF). Media + desviacion estandar. ®®® p<0.001: valor ES respecto de PSO-
9, 222 p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF.

7. CIRCULACION COLATERAL VENOSA PORTOSISTEMICA

El desarrollo de circulacién colateral portosistémica se produce en
todas las areas anatdmicas exploradas (paraesofagica, esplenorrenal vy
pararrectal), y practicamente en la totalidad de los animales con CMQ
(figuras 46, 47 y 48). Existe mayor presencia de circulacidon colateral
paraesofagica y pararrectal en las ratas con colestasis sacrificadas a las seis
semanas del postoperatorio (CMQ-6), en particular (95% de circulacidon
colateral paraesofagica presente respecto a un 81,1% esperado y un 100%
de circulacion colateral pararrectal presente respecto a un 86,8% esperado)
respecto de las ratas colestasicas de 8-9 semanas de evolucion (tabla 8;
figuras 46, 48).
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La administracion de ketotifén a las ratas con colestasis produce una
disminucion del desarrollo de circulacion colateral esplenorrenal y pararrectal,
mientras que no tiene incidencia sobre la paraesofagica (76,9% de
circulacién colateral esplenorrenal presente respecto a un 94,3% esperado y
un 84,6% de circulacion colateral pararrectal presente respecto a un 86,8%
esperado) (tabla 8; figuras 46, 47 y 48).

Tabla 8. Circulacion colateral portosistémica, de tipos paraesofagica (PE),
esplenorrenal (ER) y pararrectal (PR), en ratas con colestasis microquirtrgica (CMQ-
9) de la Serie I (ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o); -9);
en ratas con colestasis microquirurgica (CMQ-6)de en la Serie II ( sacrificadas a las
6 semanas de evolucion p.o.) y en ratas con colestasis microquirtrgica (CMQ-KTF)
de la Serie III (sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o. y tratadas
con ketotifén).

: CMQ-9 * *
Serie I (n=20) 15 75 20 100 15 75
SerieII ~ CMQ-6 | *

(n = 20) 19 95 20 100 20 100
Serie III  CMQ-KTF * *

(n = 14) 9 69,2 10 76,9 11 84,6
Presencia esperada 81,1 94,3 86,8

*Existe una menor presencia de circulacion colateral de la esperada.
eExiste una mayor presencia de circulacion colateral de la esperada.
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Figura 46: Circulacion colateral portosistémica, te tipo paraesofagica (PE) en ratas
con colestasis microquirurgica extrahepatica (CMQ) a las 6 semanas de evolucion
p.o., a las 8-9 semanas de p.o. y a las 8-9 semanas de p.o. tratadas con ketotifén.
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Figura 47: Circulacion colateral portosistémica, de tipo esplenorrenal (ER) en ratas
con colestasis microquirurgica extrahepatica (CMQ) a las 6 semanas de evolucion
p.o., a las 8-9 semanas de p.o. y a las 8-9 semanas de p.o. tratadas con ketotifén.
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Figura 48: Circulacion colateral portosistémica, de tipo pararrectal (PR) en ratas
con colestasis microquirurgica extrahepatica (CMQ) a las 6 semanas de evolucion
p.o., a las 8-9 semanas de p.o. y a las 8-9 semanas de p.o. tratadas con ketotifén.
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(b)

Figura 49. Imagen fotografica en la que se observa la existencia de circulacion
colateral venosa esplenorrenal (a) y paraesofagica (b) en una rata con colestasis
microquirdrgica extrahepatica a las 6 semanas del postoperatorio.

8. VASCULOPATIA VENOSA MESENTERICA

La observacidn macroscépica de la circulacion venosa mesentérica
comprob6 el desarrollo de dilatacién y tortuosidad de las ramas de la vena
mesentérica superior. Practicamente todos los animales con colestasis
presentaron vasculopatia venosa mesentérica (VVM), si bien las ratas
sacrificadas a las 6 semanas del postoperatorio presentaron mayor VVM de
grado I (80% frente a un 50,9% esperada) (tabla 9, figura 50). A medida
que se alarga el periodo p.o. estudiado aumenta la gravedad de la VVM, asi
en tanto que a las 6 semanas de evolucion sélo un 15% de las ratas
colestasicas desarrollan VVM de grado II, su presencia aumenta hasta un
60% a las 8-9 semanas del p.o. (tabla 9; figura 50).

La administracion de ketotifén no reduce la incidencia de VVM ni su
gravedad en las ratas estudiadas a las 8-9 semanas de evolucién. En éstos
animales (CMQ-KTF) la ausencia de vasculopatia fue mayor de la esperada
(7,7% frente a un 5,7% esperada) (tabla 9, figura 50)
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Tabla 9. Vasculopatia venosa mesentérica de grado 0 (ausente), grado I (secundaria
al clampaje de la vena mesentérica superior) y grado II (espontanea) en ratas con
colestasis microquirurgica (CMQ-9) de la Serie I (ratas sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucion p.o); -9); en ratas con colestasis microquirtrgica (CMQ-6)de
en la Serie II ( sacrificadas a las 6 semanas de evolucidon p.o.) y en ratas con
colestasis microquirdrgica (CMQ-KTF) de la Serie III (sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucion p.o. y tratadas con ketotifén).

Serie Grupo Grado 0 Grado I Grado II
n % n % n %
Serie I (Cn'\l(%og) 1 5 7 35 12 60
Serie II (ﬁ'\lqég) 1 5 16 80" 3 i5"
Serie III %:'2'1(1; 1 7,7° 4 30,8 8 61,5
Presencia esperada 5,7 50,9 43,4

*Exijste una menor presencia de circulacion colateral de la esperada.
eExiste una mayor presencia de circulacion colateral de la esperada.

(b)

Figura 50. Vascularizacién venosa mesentérica:

(a) Rata pseudo-operada en la que se observa el aspecto macroscopico normal de la
vena mesentérica superior (flecha) y sus ramas.

(b) Rata con CMQ en la que se aprecia vasculopatia de grado I, con dilatacion y
tortuosidad tras el clampaje la vena mesentérica superior.
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Vasculopatia Venosa Mesentérica. CMQ-9
5%

35%
[l Grado0 M Gradol
[JGrado Il
Vasculopatia Venosa Mesentérica. CMQ-6
15% 5%
[ Grado0 MEGradol 80%
[JGrado Il
Vasculopatia Venosa Mesentérica. CMQ-KTF
7,7%
30,8%

[ Grado0 M Gradol
[JGrado Il

Figura 51: Desarrollo de Vasculopatia venosa mesentérica en ratas con colestasis
microquirtrgica (CMQ-9) de la Serie I (ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas
de evolucion p.o); en ratas con colestasis microquirdrgica (CMQ-6) de en la Serie II
(sacrificadas a las 6 semanas de evolucion p.o.) y en ratas con colestasis
microquirtrgica (CMQ-KTF) de la Serie III (sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de
evolucioén p.o. y tratadas con ketotifén).
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9. ASCITIS Y CONCENTRACIONES DE PEPTIDO RELACIONADO CON EL
GEN DE LA CALCITONINA (CGRP) Y DE INTERLEUQUINA-13 (IL-13)
EN EL LIQUIDO ASCITICO

9.A. Presencia de ascitis

A seis semanas de evolucién colestasica ninguna rata presentd ascitis.
Sin embargo, ésta complicacién ya es evidente a las 8-9 semanas de
evolucidn, aprecidandose una reduccidon significativa de la misma en los
animales que han sido tratados con ketotifén (CMQ-KTF) respecto de los que
no recibieron tratamiento con el farmaco (46.2% vs. 80%). En éste grupo de
ratas (CMQ-KTF) se demostrd la existencia de ascitis en un 46,2% de los

sujetos frente a un 66,7% esperada (tabla 10, figura 52).

Tabla 10. Presencia de ascitis en ratas con colestasis microquirurgica (CMQ-9) de la
Serie I (ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o) y en ratas con
colestasis microquirirgica (CMQ-KTF) de la Serie III (sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucion p.o. y tratadas con ketotifén).

Ausencia de ascitis Presencia de ascitis

: CMQ-9 *
Serie I (n=20) 4 20 16 80
Serie III  CMQ-KTF *
(n = 14) 7 53,8 6 46,2
Presencia esperada 33,3 66,7

*Exjste una menor presencia de ascitis de la esperada.
eExiste una mayor presencia de ascitis de la esperada.
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Ascitis. CMQ-9

20%

80%

@ Presencia de ascits
B Ausencia de ascitis

Ascitis. CMQ-KTF

46,2%

53,8%

[ Presencia de ascits
H Ausencia de ascitis

Figura 52: Presencia de ascitis en ratas con colestasis microquirurgica (CMQ-9) de
la Serie I (ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o. y en ratas
con colestasis microquirturgica (CMQ-KTF) de la Serie III (sacrificadas entre las 8 y
9 semanas de evolucién p.o. y tratadas con ketotifén).

9.B. Niveles de péptido relacionado con el gen de la calcitonina
(CGRP) en el liquido ascitico

La administracion de ketotifén induce una disminucién (p<0,01) de los
niveles de péptido relacionado con el gen de la calcitonina (“calcitonin gen-
related peptide”; CGRP) en el liquido ascitico de las ratas con colestasis a las

8-9 semanas del p.o. (tabla 11; figura 53).
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Tabla 11: Niveles de péptido relacionado con el gen de la calcitonina (“calcitonin
gen-related peptide”; CGRP) en el liquido ascitico de ratas con colestasis
microquirurgica (CMQ-9) de la Serie I (ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas
de evolucién p.o. y en ratas con colestasis microquirtrgica (CMQ-KTF) de la Serie
III (sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o. y tratadas con ketotifén).

CGRP
Serie Grupo (pg/mg prot)
43,97
: CMQ-9 +
Serie I (n = 5) 3,81
(X )
_ CMQ-KTF 13,67
Serie III _ +
(n=15)
1,22

Media + desviacion estandar. ee p<0.01: valor ES respecto de CMQ-9.

~ CGRP
EN LIQUIDO ASCITICO

50 — cMQ-9
[ 1 CMQ-KTF

50 |

40 |
©
o L
{e3] o
g 30 |
{@)]
O

20 [

L X ]
-
10 [
ol : .
SERIE | SERIE I

Figura 53: Niveles de péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) en
liquido ascitico de ratas con colestasis microquirirgica (CMQ-9) de la Serie I (ratas
sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o. y en ratas con colestasis
microquirdrgica (CMQ-KTF) de la Serie III (sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de
evoluciéon p.o. y tratadas con ketotifén). Media + desviacion estandar. ee p<0.01:
valor ES respecto de CMQ-9.
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9.C. Niveles de interleuquina 13 (IL-13) en el liquido ascitico
Igualmente, la administracion de ketotifén induce una disminucion
(p<0,01) de los niveles de IL-13 en el liquido ascitico de las ratas con

colestasis microquirurgica (tabla 12; figura 54).

Tabla 12: Niveles de interleuguina 13 (IL-13) en el liquido ascitico de ratas con
colestasis microquirurgica (CMQ-9) de la Serie I (ratas sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucién p.o. y en ratas con colestasis microquirurgica (CMQ-KTF) de la
Serie III (sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o. y tratadas con
Ketotifén).

: Grupo e
Serie P (pg/mg prot)

13,24

. CMQ-9 +
Serie I (n = 5) 0,97
o0

, CMQ-KTF 2,24

Serie III (n = 5) +
1,22

Media * desviacion estandar. ee p<0.01: valor ES respecto de CMQ-9.

13
EN LiQUIDO ASCITICO

/1 CMQ-9

or 1 CMQ-KTF

14;— '|'

12 b

pa/mg prot
o

ol T .
SERIE | SERIE I

Figura 54: Niveles de interleuquina 13 (IL-13) en el liquido ascitico en ratas con
colestasis microquirurgica (CMQ-9) de la Serie I (ratas sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucién p.o. y en ratas con colestasis microquirtrgica (CMQ-KTF) de la
Serie III (sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o. y tratadas con
ketotifén). Media £ DE; ee p<0.01: valor ES respecto de CMQ-9.
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10. DETERMINACION SERICA DE MARCADORES DE FUNCION
HEPATO-BILIAR

Las concentraciones séricas de transaminasa glutamico oxalacética o
aspartato aminotransferasa (AST), son superiores (p<0.001) en todas las
ratas colestasicas, tanto a las 6 como a las 8-9 semanas del p.o. (tabla 13;
figura 55). Asimismo, las concentraciones séricas de transaminasa glutamico
piravica o alanin aminotransferasa (ALT) aumentan (p<0.001) en las ratas
con colestasis a las 6 semanas de evolucidn, pero descienden (p<0.01) en
las ratas colestasicas a las 8-9 semanas del p.o. respecto de su
correspondiente grupo de ratas pseudo-operadas (tabla 13; figura 56). El
indice AST/ALT aumenta en las ratas colestasicas, tanto a las 6 semanas
(p<0.05), como a las 8-9 semanas (p<0.001) de evolucién (tabla 13; figura
57).

La administracién de ketotifén induce un incremento (p<0.01) de AST
y de ALT (p<0.05) en las ratas con colestasis respecto de las ratas pseudo-
operadas a las 8-9 semanas del p.o., pero los niveles séricos de AST en éste
periodo del p.o. son inferiores (p<0.001) respecto de los medidos a las 6
semanas de evolucion (tabla 13; figura 55). La relacion AST/ALT es superior
(p<0.05) en las ratas con colestasis a las 8-9 semanas del p.o. respecto de
las ratas pseudo-operadas cuando son tratadas con ketotifén, pero el

farmaco consigue reducir (p<0.001) éste indice (tabla 13; figura 57).
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Tabla 13. Transaminasa glutamico oxalacética (GOT o AST; U/l), transaminasa
glutamico piravica (GPT o ALT; U/l) y cociente AST/ALT, ) en la Serie I, de ratas
sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o.: pseudo-operadas (PS0O-9), y
con colestasis microquirturgica (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6
semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis

microquirurgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucién p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y

con colestasis microquirurgica (CMQ-KTF).

SERIE  GRUPO AST (u/1) ALT (u/1) AST/ALT
* %k ¥+
— + + +
n=15
( ) 77,31 29,77 1,52
Serie I
**BRRODDESS 27,31°0%% DODIZZPRR
cMQ-9 245,06 L 10,07
n =20 + +
( ) 78,54 11,37 3,87
XKk
PSO-6 75,5 O 38,45 2117
+ +
(n = 20) +
15,2 12,42 1
Serie II > 0,6
CMO-6 350, 3°°°BBBOOOIIZ oo eeeOOOBRRIEE 4,27°°°P22P
(n = 20) + + 1352
128,77 24,18 ’
106,11 48,05
PSO-KTF g + 2,;:30
(n =15) 43,43 30,12 1,32
Serie III
*eBRROODIZE gy 84"-*<D®CDBBBZ
CMQ- 320,76 . ’ 55 3[860008[32
< 102,92 +
(n=14) ’ + 1,01
22,89

Media + desviacion estandar.

B p<0.05; BB p<0.01, BBB p<0.001: valor ES

respecto de PSO-6;, ® p<0.05: ®® p<0.01;, ®O® p<0.001: valor ES respecto de
PSO-9; 2 p<0.05: 35 p<0.01; 23> p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF; #
p<0.05; ¥+ p<0.01: valor ES respecto de CMQ-6; ee p<0.01; eee p<0.001: valor ES
respecto de CMQ-9; ** p<0.01; *** p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF.
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Figura 55: Transaminasa glutamico oxalacética (GOT o AST; U/l), en la Serie I, de
ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o.: pseudo-operadas (PSO-
9), y con colestasis microquirurgica (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a
las 6 semanas de evoluciéon p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis
microquirurgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucién p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y
con colestasis microquirturgica (CMQ-KTF).Media + desviacién estandar. B p<0.05;
BBB p<0.001: valor ES respecto de PSO-6; ® p<0.05; ©®®® p<0.001: valor ES
respecto de PSO-9; 233 p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF;, ¥ p<0.05; #%
p<0.01: valor ES respecto de CMQ-6; ee p<0.01; eee p<0.001: valor ES respecto de
CMQ-9; ** p<0.01; *** p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF.
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Figura 56: Transaminasa glutamico piruvica (GPT o ALT; U/l) y cociente AST/ALT, )
en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o.:
pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirtrgica (CMQ-9); en la Serie II,
de ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolucién p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y
con colestasis microquirturgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre
las 8 y 9 semanas de evolucién p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-
KTF), y con colestasis microquirurgica (CMQ-KTF). Media + desviacién estandar. B
p<0.05; BB p<0.01; BBB p<0.001: valor ES respecto de PSO-6;, ® p<0.05: @O
p<0.01; ®O® p<0.001: valor ES respecto de PSO-9;, > p<0.05: 2> p<0.01; 23>
p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF; + p<0.05; ¥+ p<0.01: valor ES respecto de
CMQ-6; ee p<(0.01, eee p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9, ** p<0.01; ***
p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF.
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Figura 57: Cociente AST/ALT en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PS0O-9), y con colestasis
microquirurgica (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de
evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis microquirdrgica (CMQ-6);
y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o.
tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirurgica
(CMQ-KTF). Media + desviacion estandar. B p<0.05; BB p<0.01; BBB p<0.001: valor
ES respecto de PSO-6;, ® p<0.05; ®®® p<0.001: valor ES respecto de PSO-9; >
p<0.05: 25 p<0.01; 223 p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF; #+ p<0.01: valor
ES respecto de CMQ-6, eee p<(0.001: valor ES respecto de CMQ-9; *** p<0.001:
valor ES respecto de CMQ-KTF.

Las concentraciones séricas de lactato dehidrogenasa (LDH) aumentan
en las ratas colestasicas, pero solo a las 6 semanas del p.o. (p<0.01) (tabla
14; figura 58). El tratamiento diferido con ketotifén induce una disminucion
(p<0.05) de LDH sérica a las 8-9 semanas de evolucion (tabla 14; figura
58). Por el contrario, los niveles séricos de gamma-glutamiltranspeptidasa
(GGT) aumentan a las 6 semanas (p<0.001) y a las 8-9 semanas, aunque se
administre de ketotifén (tabla 14; figura 59). La fosfatasa alcalina aumenta
(p<0.001) en todas las ratas con colestasis, tanto a las 6 como a las 8-9

semanas del p.o., y tras la administracidon de ketotifén (tabla 14; figura 60).
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Tabla 14. Concentraciones séricas de lactico deshidrogenasa (LDH; U/l), gamma
glutamil transpeptidasa (GGT; U/l) y fosfatasa alcalina (FAI; U/l) en la Serie I, de
ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o.: pseudo-operadas (PSO-
9), y con colestasis microquirurgica (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a
las 6 semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis
microquirurgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucion p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y
con colestasis microquirurgica (CMQ-KTF).

SERIE GRUPO LDH (u/1 FAIl
(u/n
PSO-9 1013 112,34
(n = 15) + - +
497,82 34,12
Serie I
r CMQ-9 967,768[3 284189[3[3[3%@222
(n = 20) + - +
388,69 69,31
PSO-6 468 97%? 1 130,68
(n = 20) L + +
Serie II 146,3 0 32,32
CMQ-6 31[3[3[3222 523 ZloooBBB(DCD(DZZZ
(n=20) 972,35 i '
+
11,42 +
876,21 113.9
PSO-KTF 741,53 3,26 119,25
(n =15) + + +
655,64 8,7 109,1
Serie III
CMQ-KTF g1 35% 31 64PPP222 520,8°°*PRROPP222
(n = 14) + + +
215,89 10,86 138,94

Media * desviacion estandar. BB p<0.01; BBB p<0.001: valor ES respecto de
PSO-6, @ p<0.05: ®® p<0.01; ®P® p<0.001: valor ES respecto de PSO-9; 23>
p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF; eee p<0.001: valor ES respecto de
CMQ-9.
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Figura 58: Concentraciones séricas de lactico deshidrogenasa (LDH; U/l) en la
Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o.: pseudo-
operadas (PSO-9), y con colestasis microquirirgica (CMQ-9); en la Serie II, de
ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y
con colestasis microquirurgica (CMQ-6); vy en la Serie III, de ratas sacrificadas entre
las 8 y 9 semanas de evolucion p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-
KTF), y con colestasis microquirturgica (CMQ-KTF). Media + desviacion estandar. B
p<0.01; valor ES respecto de PSO-6; ® p<0.05: ®® p<0.01; valor ES respecto de
CMQ-9.
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Figura 59: Concentraciones séricas de gamma glutamil transpeptidasa (GGT; U/I)
en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o.:
pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirtrgica (CMQ-9); en la Serie II,
de ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y
con colestasis microquirturgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre
las 8 y 9 semanas de evolucién p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-
KTF), y con colestasis microquirturgica (CMQ-KTF). Media + desviacion estandar. BB
p<0.001: valor ES respecto de PSO-6;, >33 p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF.
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Figura 60: Concentraciones séricas de fosfatasa alcalina (FAI;, U/l) en la Serie I, de
ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o.: pseudo-operadas (PSO-
9), y con colestasis microquirurgica (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a
las 6 semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis
microquirurgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucién p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y
con colestasis microquirirgica (CMQ-KTF). Media * desviacion estandar. BBB
p<0.001: valor ES respecto de PSO-6;, ®®® p<0.001: valor ES respecto de PSO-9;
223 p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF; eee p<0.001: valor ES respecto de
CMQ-9.

Respecto de otros parametros marcadores de lesion biliar, los niveles
séricos de bilirrubina total, bilirrubina directa y acidos biliares aumentan
(p<0.001), en todos los animales colestasicos respecto de los pseudo-
operados, tanto a las 6 como a las 8-9 semanas de evolucién p.o. (tabla 15;
figuras 61, 62 y 63). La administracion de ketotifén no induce cambios
significativos en las concentraciones de éstos parametros (tabla 15; figuras
61, 62y 63).
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Tabla 15. Bilirrubina total (BT; mg/dl), bilirrubina directa (BD; mg/dl), acidos
biliares (umol/l) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de
evolucién p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirurgica (CMQ-9);
en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolucion p.o.: pseudo-
operadas (PS0O-6), y con colestasis microquirturgica (CMQ-6); y en la Serie III, de
ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o. tratadas con ketotifén:

pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirdrgica (CMQ-KTF).

SERIE GRUPO
PS0O-9
(n =15)

Serie I CMQ-9

(n = 20)

PSO-6
(n = 20)

Serie I1 CMQ-6
(n = 20)

PSO-KTF
(n = 15)

Serie II1I
CMQ-KTF
(n =14)

BT

(mg/dl)
0,09
+
0,05

g 17PBBOOOIZE

+
1,77

0,11
+
0,04
g 7gPBROOOIZ
+
1,82
0,63
+
2,16
7 91 PRROOOZZS
+
2,08

BD
(mg/dl)
0,01
+
0,01

4,02PBROOOIZE

+
1

0,02
+
0,01
4,51 PBROCOZZZ

+
1,04
0,31
+
1,26
4,16PBROCOZZE
+
1,09

AcBiliares (umol/I)

6,78
+
2,93

42,g5PBROOOIZE

+
17,62

8,87
+
3,93
48 ggPPROOOZEE
+
14,28
5,67
+
6,02
51 7PBROOOZES
+
28,91

Media = desviacion estandar. BBB p<0.001: valor ES respecto de PSO-6; ®Q@
p<0.001: valor ES respecto de PSO-9; 335 p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF;
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Figura 61: Concentraciones séricas de bilirrubina total (BT; mg/dl) en la Serie I,
de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas
(PSO-9), y con colestasis microquirirgica (CMQ-9); en la Serie II, de ratas
sacrificadas a las 6 semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con
colestasis microquirurgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las
8 y 9 semanas de evolucion p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF),
y con colestasis microquirtirgica (CMQ-KTF). Media + desviacion estandar. BBB
p<0.001: valor ES respecto de PSO-6;, ®®® p<0.001: valor ES respecto de PSO-9;
222 p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF.
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Figura 62: Concentraciones séricas de bilirrubina directa (BD; mg/dl) en la Serie I,
de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas
(PS0O-9), y con colestasis microquirirgica (CMQ-9); en la Serie II, de ratas
sacrificadas a las 6 semanas de evolucién p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con
colestasis microquirtrgica (CMQ-6); vy en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las
8 y 9 semanas de evolucion p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF),
y con colestasis microquirirgica (CMQ-KTF). Media + desviacion estandar. BBB
p<0.001: valor ES respecto de PSO-6; ®®® p<0.001: valor ES respecto de PSO-9;
222 p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF
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Figura 63: Concentraciones séricas de &acidos biliares en la Serie I, de ratas
sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y
con colestasis microquirtrgica (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6
semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis
microquirdrgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucion p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y
con colestasis microquirirgica (CMQ-KTF). Media * desviacion estandar. BBB
p<0.001: valor ES respecto de PSO-6;, ®®® p<0.001: valor ES respecto de PSO-9;
222 p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF; eee p<0.001: valor ES respecto de
CMQ-9.

Respecto de los resultados del lipidograma, los niveles de colesterol en
sangre aumentan en las ratas con colestasis respecto a las pseudooperadas
(p<0,001) y no hay diferencias cuando se administra ketotifén (tabla 16;
figura 64). Los niveles de triglicéridos no se modifican de forma significativa
(tabla 16, figura 65). Las concentraciones séricas de lipoproteinas de alta
densidad (HDL; hight density lipoproteins) disminuyen en las ratas con
colestasis a las 8-9 semanas de evolucién, pero la administracién de
ketotifén induce su incremento (p<0,001). Las concentraciones séricas de
lipoproteinas de baja densidad (LDL; light density lipoproteins) son mayores
en las ratas con colestasis que en las pseudooperadas (p<0,001), no
existiendo diferencias tras la administracién de ketotifén y, por ultimo, las

lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL; very low density lipoproteins)
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disminuyen (p<0,05) en las ratas colestasicas y tampoco ketotifén ejerce

efectos significativos (tabla 17, figuras 67, 68 y 69).

Tabla 16: Concentraciones séricas de colesterol (mg/dl), triglicéridos (mg/L) y
acidos grasos no esterificados (NEFA’s) (mmol/l) en la Serie I, de ratas sacrificadas
entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con
colestasis microquirtrgica (CMQ-9) y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las
8 y 9 semanas de evolucion p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF),
y con colestasis microquirdrgica (CMQ-KTF).

SERIE GRUPO Colesterol NEFA’s
(mg/dl) (mmol/l)
PSO-9 63,31 161,33 1,39
(n = 15) + + +
10,2 53,54 0,88
Serie I CMQ-9 143 3700%222 157,69 0.61°9®
(n = 20) L + +
65,47 53,73 0,21
PSO-KTF 62,12 145,32 0.65°%°
(n = 15) + + :t’
26,72 43,25
Serie III 0,32
CMQ-KTF {5y 57P0%222 170,83 0.53%9®
(n = 14) e + +
72,84 93,68 0,16

Media * desviacion estandar. ®®® p<0.001: valor ES respecto de PSO-9; 55>
p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF.
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Figura 64: Concentraciones séricas de colesterol (mg/dl) en la Serie I, de ratas
sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o.: pseudo-operadas (PS0O-9), y
con colestasis microquirturgica (CMQ-9) y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre
las 8 y 9 semanas de evolucién p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-
KTF), y con colestasis microquirurgica (CMQ-KTF). Media + desviacién estandar. BBB
p<0.001: valor ES respecto de PSO-6;, ®®® p<0.001: valor ES respecto de PSO-9;
222 p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF.
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Figura 65: Concentraciones séricas de triglicéridos (mg/L) en la Serie I, de ratas
sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y
con colestasis microquirurgica (CMQ-9); y en la Serie III, de ratas sacrificadas
entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas
(PSO-KTF), y con colestasis microquirtrgica (CMQ-KTF).
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Figura 66: Concentraciones séricas de dacidos grasos no esterificados (NEFA’s)
(mmol/l) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion
p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirirgica (CMQ-9); y en la
Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o. tratadas
con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirtrgica (CMQ-
KTF). Media + desviacién estandar. ®®® p<0.001: valor ES respecto de PSO-9.
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Tabla 17. Concentraciones séricas de lipoproteinas de alta densidad (HDL-L;
mmol/l), lipoproteinas de baja densidad (LDL-L; mmol/l) y de lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDL-L; mmol/l) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PS0O-9), y con colestasis
microquirdrgica (CMQ-9) y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucién p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y
con colestasis microquirurgica (CMQ-KTF).

SERIE GRUPO HDL-L LDL-C (mmol/I)
(mmol/l)
PS0O-9 0.79° 0,28 0,57
(n = 15) g + +
0,11 0,05 0,23
Serie I CMQ-9 0,66 2,69cbd>d>zzz 0,36(D
(n = 20) + N L
0,17 1,43 0,21
PSO-KTF 0.79° 0,44 0,38
(n = 15) g + +
0,13 0,71 0,16
Serie III
CMQ-KTF 0,89... 2,8363(])(19222 OIZS(DGD
(n =14) + + +
0,22 1,4 0,44

Media £ desviaciéon estandar. ® p<0.05: ®® p<0.01; ®®® p<0.001: valor ES
respecto de PS0O-9; 23> p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF; e p<0.05,; eee
p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9.
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Figura 67: Concentraciones séricas de lipoproteinas de alta densidad (HDL-L;
mmol/L) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién
p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirirgica (CMQ-9) y en la
Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o. tratadas
con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirdrgica (CMQ-
KTF). Media + desviacion estandar. e p<0.05; eee p<0.001: valor ES respecto de
CMQ-9.
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Figura 68: Concentraciones séricas de lipoproteinas de baja densidad (LDL-L;
mmol/l) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion
p.o.: pseudo-operadas (PS0O-9), y con colestasis microquirirgica (CMQ-9) y en la
Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o. tratadas
con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirurgica (CMQ-
KTF). Media = desviacion estandar. ®®® p<0.001: valor ES respecto de PSO-9; 555
p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF.
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Figura 69: Concentraciones séricas de lipoproteinas de alta densidad (HDL-L;
mmol/l), lipoproteinas de baja densidad (LDL-L; mmol/l) y de lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDL-L;, mmol/l) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PS0O-9), y con colestasis
microquirurgica (CMQ-9) y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucion p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y
con colestasis microquirurgica (CMQ-KTF).Media + desviacién estandar. ® p<0.05:
Q¥ p<0.01: valor ES respecto de PSO-9.

Las concentraciones séricas de proteinas totales descienden (p<0.001)
en las ratas colestasicas respecto de los animales pseudo-operados, pero la
administracion de ketotifén aumenta (p<0.05) dichas concentraciones (tabla
18; figura 71). Igualmente, los niveles séricos de albumina descienden de
forma significativa (p<0.001) en las ratas con colestasis, tanto a las 6 como
a las 8-9 semanas de evolucién, siendo mas marcado dicho descenso a las 6
semanas del p.o. (p<0.001). La administracién de ketotifén reduce
(p<0.001) las concentraciones séricas de albumina a las 8-9 semanas de

evolucion (tabla 18; figura 70).
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Tabla 18. Concentraciones séricas de albumina (ALB; g/dl) y proteinas totales (PT;
g/dl) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o.:
pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirurgica (CMQ-9); en la Serie II,
de ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y
con colestasis microquirurgica (CMQ-6); vy en la Serie III, de ratas sacrificadas entre
las 8 y 9 semanas de evolucion p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-
KTF), y con colestasis microquirurgica (CMQ-KTF).

SERIE GRUPO Alb Prot T (g/dl)
556
PS0O-9 5,97
(n = 15) 3’01 +
0,14 0,38
Serie I
CMQ-9 1 63PBBOOOZS 4’28q>q>q>zzz
(n = 20) + +
0,41 0,97
PSO-6 5 44®(D<DZZZ
(n = 20) T -
: 0,32
Serie II CMQ-6 1,26"'BBB®®®ZZZ
0,28
PSO-KTF > 77PB 5,81
(n = 15) " +
0.37 0,45
Serie III CMQ_KTF 1,22.0.[3[3[3@222 4,81@(1)@222.
(n = 14) + +
0,28 0,92

Media £ desviacion estandar. BBB p<0.001: valor ES respecto de PSO-6; ® p<0.05;
QPO p<0.001: valor ES respecto de PSO-9; 23> p<0.001: valor ES respecto de
PSO-KTF; e p<0.05, eee p<(0.001: valor ES respecto de CMQ-9.
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Figura 70: Concentraciones séricas de albumina (ALB; g/dl) en la Serie I, de ratas
sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y
con colestasis microquirtrgica (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6
semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis
microquirdrgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucién p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y
con colestasis microquirurgica (CMQ-KTF). Media + desviacion estandar. BB: p<0.01;
BBB p<0.001: valor ES respecto de PSO-6; ® p<0.05; ©®®® p<0.001: valor ES
respecto de PSO-9; 23> p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF.
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Figura 71: Concentraciones séricas de proteinas totales (PT; g/dl) en la Serie I, de
ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o.: pseudo-operadas (PSO-
9), y con colestasis microquirtrgica (CMQ-9) y con colestasis microquirurgica (CMQ-
6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o.
tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirurgica
(CMQ-KTF). Media + desviacion estandar. ® p<0.05; ©®® p<0.001: valor ES
respecto de PSO-9; 225 p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF; e p<0.05: valor
ES respecto de CMQ-9.
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Tabla 19. Concentraciones séricas de creatinina (Creat; mg/dL) y urea (mg/dl), en
la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o.: pseudo-
operadas (PSO-9), y con colestasis microquirirgica (CMQ-9); en la Serie II, de
ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y
con colestasis microquirurgica (CMQ-6); vy en la Serie III, de ratas sacrificadas entre
las 8 y 9 semanas de evolucion p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-
KTF), y con colestasis microquirurgica (CMQ-KTF).

SERIE GRUPO Creat (mgydl) Urea (mg/dl)
PSO-9 0,56
(n =15) + _
0,04
Serie I CMQ-9 0 57I3
(n = 20) ,:i: —
0,07
PSO-6 0,52 34,64
(n = 20) + +
Serie II 0,07 3,48
CMQ-6 0,48®¢." 30,68222
(n = 20) + +
0,09 6,94
PSO-KTF 0,52 38,81
(n =15) + +
0,07 4,65
Serie III CMQ-KTF 0,46(D(D(DBZ"' 32,1622
(n=14) + +
0,08 10,41

Media + desviacion estandar. B p<0.05: valor ES respecto de PSO-6;, ®® p<0.01;
QOO p<0.001: valor ES respecto de PSO-9;, > p<0.05; >35> p<0.001: valor ES
respecto de PSO-KTF; eee p<(0.001: valor ES respecto de CMQ-9.

Las concentraciones séricas de urea y de creatinina disminuyen
(p<0.001 y 0.05, respectivamente) en las ratas con colestasis a las que se
administra ketotifén (p<0,001) respecto de las pseudooperadas (tabla 19,
figura 72). Ademas, las concentraciones séricas de creatinina en las ratas
colestasicas a las 8-9 semanas del p.o. cuando se administra ketotifén son
inferiores (p<0.001) respecto de las ratas con colestasis en el mismo periodo
evolutivo (tabla 19; figura 72).
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Figura 72: Concentraciones séricas de creatinina (Creat; mg/dL) en la Serie I, de
ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o.: pseudo-operadas (PSO-
9), y con colestasis microquirurgica (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a
las 6 semanas de evolucién p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis
microquirdrgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucién p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y
con colestasis microquirturgica (CMQ-KTF). Media + desviacion estandar. B p<0.05:
valor ES respecto de PSO-6;, ®® p<0.01; ®®® p<0.001: valor ES respecto de PSO-
9, 2 p<0.05: valor ES respecto de PSO-KTF; ee p<0.01, eee p<0.001: valor ES
respecto de CMQ-9.
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Figura 73: Concentraciones séricas de urea (mg/dl) en la Serie I, de ratas
sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y
con colestasis microquirtrgica (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6
semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis
microquirtrgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucion p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y
con colestasis microquirurgica (CMQ-KTF). Media % desviacion estandar. 333
p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF.
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Tabla 20. Concentraciones séricas de factor de crecimiento B (TGF-B1; ng/ml) en la
Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o.: pseudo-
operadas (PSO-9), y con colestasis microquirturgica (CMQ-9) y en la Serie III, de
ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o. tratadas con ketotifén:
pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirtrgica (CMQ-KTF).

SERIE GRUPO TGF- B1 (ng/ml)
PSO-9 45,84
(n =15) +
42,63
Serie I CMQ-9 34,46
(n = 20) +
14,01
PSO-KTF 31,77
(n = 15) +
53,01
Serie III CMQ-KTF 41,95
(n = 14) +
21,68
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Figura 74: Concentraciones séricas de factor de crecimiento B (TGF-B1; ng/ml) en
la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o.: pseudo-
operadas (PSO-9), y con colestasis microquirtrgica (CMQ-9) y en la Serie III, de
ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o. tratadas con ketotifén:
pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirturgica (CMQ-KTF).
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Las concentraciones séricas de factor de crecimiento transformador beta-1
(transforming growth factor-f1) no muestran cambios significativos entre las
ratas pseudo-operadas y las colestdsicas y la administracién de ketotifén no
las altera (tabla 20; figura 74).

11. HISTOPATOLOGIA HEPATICA

11.A. Alteraciones histopatolégicas hepaticas

En los animales con colestasis el estudio histolégico permite objetivar una
importante alteraciéon de la arquitectura hepatica. Se produce una intensa
proliferaciéon ductular biliar (5,71+1,92 vs 1,15+0,28; p=1,54x10°), que
substituye amplias zonas de parénquima hepatocitario como consecuencia de
una necrosis submasiva de este ultimo. Es caracteristica la presencia de una
fibrosis periductal muy marcada, hepatocitos apoptdticos y otros con
anisonucleosis, asociado con una minima esteatosis microvesicular. No se
observan colangitis ni signos de inflamacién aguda. Todas estas alteraciones
son mas marcadas en las ratas colestasicas a las 8-9 semanas de evolucion
respecto de las ratas estudiadas en un periodo evolutivo previo (6 semanas).
Asi, a largo plazo se comprueba la existencia de un moderado componente
inflamatorio peribiliar de tipo mixto que infiltra de forma difusa todo el
parénquima hepatico y signos de regeneracién hepatica con hepatocitos en

mitosis (figura 75).

Figura 75: Imagenes microscopicas hepaticas de una rata pseudo-operada (izda) y
de una rata con colestasis microquirurgica a las 8 semanas del p.o.(dcha) (Masson
200X; Masson 20X)
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11.B. Medicion de la fibrosis hepatica mediante tincion con rojo sirio

El grado de fibrosis hepatica medido tras la tincidn especifica de las
fibras de coladgeno con rojo sirio es mayor en las ratas con colestasis
(p<0,001), tanto a las 6 como a las 8-9 semanas del p.o al compararlas con
las pseudooperadas (tabla 21; figura 76), siendo mayor la fibrosis cuando se
administra ketotifén (p<0,05) (tabla 21, figura 76).

Tabla 21. Grado de fibrosis tisular medido con rojo sirio en la Serie I, de ratas
sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y
con colestasis microquirturgica (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6
semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis
microquirurgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucion p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y
con colestasis microquirtrgica (CMQ-KTF). Media *+ desviacion estandar.

PS0O-9 1'::6
(n = 20) 0,44
Serie I
21’85222[3[3[3@(1@
CMQ-9 +
(n = 20) 7,38
1,59
PSO-6 +
(n=13) 0,31
Serie II
24ISQZZZBBB®®®
CMQ-6 +
(n = 20) 5,82
PSO-KTF 0,95
. (n=11)
Serie III 0,29
25,77.2228[3[30)6)0)
CMQ-KTF +
(n =10) 2,96

Media + desviacion estandar. BBB p<0.001: valor ES respecto de PSO-6;, ®®®
p<0.001: valor ES respecto de PSO-9; 22> p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF;
e p<0.05: valor ES respecto de CMQ-9.
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Figura 76: Grado de fibrosis tisular medido con rojo sirio en la Serie I, de ratas
sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-9)
(imagen superior izquierda), y con colestasis microquirurgica (CMQ-9) (imagen
superior derecha); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolucion
p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis microquirurgica (CMQ-6); y en la
Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o. tratadas
con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirdrgica (CMQ-
KTF). Media + desviacion estandar. BBB p<0.001: valor ES respecto de PSO-6; ®®®
p<0.001: valor ES respecto de PSO-9, 22> p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF;
e p<0.05: valor ES respecto de CMQ-9.
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12. CONCENTRACIONES TISULARES DE MEDIADORES
INFLAMATORIOS
12. A. MEDIADORES DE OXIDACION

12.A. 1. Niveles tisulares de catalasa

La concentracion de catalasa en higado y ganglios mesentéricos no
demuestra diferencias significativas entre los distintos grupos. Si se aprecia
una disminucién de ella en el ileon de las ratas con colestasis al tratarlas con
ketotifén (p<0,01) (tabla 22; figuras 77, 78 y 79).

Tabla 22: Niveles tisulares de catalasa en higado, ileon y ganglios mesentéricos
(umol/mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion
p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirtrgica (CMQ-9) y en la
Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o. tratadas
con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirdrgica (CMQ-
KTF). Media £ desviacion estandar.

Serie Grupo HIGADO

PSO-9 3,32 1'f5 2,;14
=5)
(n 0,34 0,1 1,2
Serie I
b3
CMQ-9 2,;2 1,97 1,f4
(n =5) +
0,66 1,08 0,29
OP** ()
PSO-KTF 3,4 2,84 2,67
(n = 5) + + +
0,86 0,81 0,57
Serie III
CMQ-KTF 3,4 0,6 1,49
n = 5) + + +
( 0,38 0,43 0,39

Media + desviacion estandar. @ p<0.05; ®® p<0.01: valor ES respecto de PSO-9; *
p<0.05: ** p<0.01: valor ES respecto de CMQ-KTF.
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Figura 77: Niveles tisulares de catalasa en higado (umol/mg) en la Serie I, de
ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o.: pseudo-operadas (PSO-
9), y con colestasis microquirturgica (CMQ-9) y en la Serie III, de ratas sacrificadas
entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas
(PSO-KTF), y con colestasis microquirirgica (CMQ-KTF). Media =+ desviacion
estandar.

iLEON
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I PSO-9
1 CMQ-9
4r B PSO-KTF
[ologls 1 CMQ-KTF

pmol/mg
[
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Figura 78: Niveles tisulares de catalasa en ileon (umol/mg) en la Serie I, de ratas
sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y
con colestasis microquirtrgica (CMQ-9) y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre
las 8 y 9 semanas de evolucién p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-
KTF), y con colestasis microquiriargica (CMQ-KTF). Media + desviacion estandar. ®®
p<0.01: valor ES respecto de PSO-9;, * p<0.05: ** p<0.01: valor ES respecto de
CMQ-KTF.
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Figura 79: Niveles tisulares de catalasa en ganglios mesentéricos (umol/mg) en la
Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evoluciéon p.o.: pseudo-
operadas (PSO-9), y con colestasis microquirturgica (CMQ-9) y en la Serie III, de
ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o. tratadas con ketotifén:
pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirtrgica (CMQ-KTF). Media +
desviacion estandar. ® p<0.05: valor ES respecto de PSO-9.

12.A.2. Niveles tisulares de glutation transferasa

La concentracidn de glutation transferasa se encuentra disminuida en el
higado de las ratas con colestasis (p<0,001) sin que se encuentren
diferencias con el tratamiento con ketotifén. En ileon y ganglios mesentéricos

no hay diferencias significativas (tabla 23; figuras 80, 81 y 82)
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Tabla 23: Niveles tisulares de glutation transferasa en higado, ileon y ganglios
mesentéricos (nmol/min/ml) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis
microquirurgica (CMQ-9) y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucion p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y
con colestasis microquirurgica (CMQ-KTF). Media + desviacién estandar.

Serie Grupo HIGADO ILEON CLMS

Y Y Jatotal oX
psO.g  4882,69 3326,71 718,35

+ + +
n=>5
(n=3) 1161,66 2511,55 3309
Serie 1
1681,9 1923,4  321,5
CM9-59 o " .
(n=5) 354,42 1174,5 40,54
psokTe  6429,42°0°°" 2584,49 577,33
- + + +
(n=5) 858 52 982,12 296,83
Serie III
CMO-KTF 1439,36 1921,82 268,39
+ + +
(n=3) 376,84 510,61 46,99

Media + desviacion estandar. ®® p<0.01: valor ES respecto de PSO-9; e p<0.05;
eee p<(0.001: valor ES respecto de CMQ-9; * p<0.05; *** p<0.001: valor ES
respecto de CMQ-KTF.
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Figura 80: Niveles tisulares de glutation transferasa en higado (nmol/min/ml) en la
Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o.: pseudo-
operadas (PSO-9), y con colestasis microquirtrgica (CMQ-9) y en la Serie III, de
ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o. tratadas con ketotifén:
pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirurgica (CMQ-KTF). Media +
desviacion estandar. ®® p<0.01: valor ES respecto de PSO-9; eee p<0.001: valor
ES respecto de CMQ-9; *** p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF.
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Figura 81: Niveles tisulares de glutation transferasa en ileon (nmol/min/ml) en la
Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o.: pseudo-
operadas (PSO-9), y con colestasis microquirturgica (CMQ-9) y en la Serie III, de
ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o. tratadas con ketotifén:
pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirtrgica (CMQ-KTF). Media =
desviacién estandar.
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Figura 82: Niveles tisulares de glutation transferasa en ganglios mesentéricos
(nmol/min/ml) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de
evolucién p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirdrgica (CMQ-9)
y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o.
tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirtrgica
(CMQ-KTF). Media + desviacion estandar. ®® p<0.01: valor ES respecto de PSO-9;
e p<0.05: valor ES respecto de CMQ-9; * p<0.05: valor ES respecto de CMQ-KTF.

12. A.3. Niveles tisulares de glutation peroxidasa

En el higado se aprecia un aumento (p<0,001) de las concentraciones de
glutation peroxidasa en las ratas pseudooperadas sacrificadas a las 9
semanas con respecto a las colestasicas y a las que son tratadas con
ketotifén (tabla 24; figuras 83, 84 y 85).
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Tabla 24: Niveles tisulares de glutation peroxidasa en higado, ileon y ganglios
mesentéricos (nmol/min/ml) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis
microquirurgica (CMQ-9) y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucion p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y
con colestasis microquirurgica (CMQ-KTF). Media + desviacién estandar.

Serie Grupo HIGADO ILEON CLMS
% K Xk ES
] 5450,4PPP°*° 1008,58 876,14
PS0O-9
(n = 5) + + e
848,55 334,68 99,1
Serie I
X *x
2750,67 799,73 962,71
CMQ-9 + 4 4
(n=5) 309,85 315,18 13,48
2258,26 o *
PSO-KTF , 1130,83 987,9
(n = 5) > + +
1652,68 239,25 342,24
Serie 111
CMQ-KTF 253;1,17 861,95 521,73
= 5)
(n 178,28 474,97 265,47

Media + desviacién estandar. ®®® p<0.001: valor ES respecto de PSO-9; eee
p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9, * p<0.05;, ** p<0.01, *** p<0.001: valor
ES respecto de CMQ-KTF.
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Figura 83: Niveles tisulares de glutation peroxidasa en higado (nmol/min/ml) en la
Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o.: pseudo-
operadas (PSO-9), y con colestasis microquirtrgica (CMQ-9) y en la Serie III, de
ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o. tratadas con ketotifén:
pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirurgica (CMQ-KTF). Media +
desviacion estandar. ®®® p<0.001: valor ES respecto de PSO-9; eee p<0.001: valor
ES respecto de CMQ-9; *** p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF.
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Figura 84: Niveles tisulares de glutation peroxidasa en ileon (nmol/min/ml) en la
Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o.: pseudo-
operadas (PS0O-9), y con colestasis microquirurgica (CMQ-9) y en la Serie III, de
ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o. tratadas con ketotifén:
pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirurgica (CMQ-KTF). Media +

desviacion estandar.
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Figura 85: Niveles tisulares de glutation peroxidasa en ganglios mesentéricos
(nmol/min/ml) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de
evolucién p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirirgica (CMQ-9)
y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o.
tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirurgica
(CMQ-KTF). Media + desviacion estandar. * p<0.05: valor ES respecto de CMQ-KTF.

12.B. QUIMIOQUINAS
12.B.1. Niveles tisulares de proteina quimioatrayente de macroéfagos

La administracion de ketotifén supone una disminucion en las
concentraciones de proteina quimioatrayente de macréfagos 1 (MCP-1)
(p<0,001) tanto en higado como en ileon y en ganglios mesentéricos al
comparar las ratas con colestasis. En los animales sacrificados a las 9
semanas Yy con una colestasis microquirdrgica practicada, los niveles
aumentan notablemente con respecto a los pseudooperados (p<0,001) (tabla
25; figuras 86, 87 y 88).

149



Resultados

Tabla 25: Niveles tisulares de proteina quimioatrayente de macrdéfagos 1 (MCP-
1) en higado, ileon y ganglios mesentéricos (pg/100mg) en la Serie I, de ratas
sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-
9), v con colestasis microquirirgica (CMQ-9) y en la Serie III, de ratas
sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o. tratadas con ketotifén:
pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirtrgica (CMQ-KTF). Media

+ desviacion estandar.

ILEON

(pg/100mg)

CLMS
(pg/100mg)

HIGADO
(pg/100mg)
PSO-9 19,52
= 5)
(n 40,49
Serie I
993A5¢®¢ZZZ
CMQ-9 * kK
(n=5) +
433,67
PSO-KTF 233,24
= 5)
Serie III (n 40,1
cMO- 271,61
KTF
(n = 5) 150,23

222,0

6BBZZ¢¢

k%

+
78,46

464,84PPBO®

S SILLILEES

+
190,05

72,69
+

30,07

59,1
+
34,16

286,06PPPZ22
Fpok

+
171,09

381,65PPPPPZ
SRk

+
213,75

44,07
+
19,83

110,66°"
+
95,03

Media + desviacion estandar. B p<0.05; BB p<0.01; BBB p<0.001: valor ES
respecto de PSO-6; ®® p<0.01; ®P® p<0.001: valor ES respecto de PSO-9; >
p<0.05; 2> p<0.01, 22> p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF; ¥ p<0.05; ##*
p<0.01; ¥++ p<0.001: valor ES respecto de CMQ-6, ** p<0.01; *** p<0.001:

valor ES respecto de CMQ-KTF.
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Figura 86: Niveles tisulares de proteina quimioatrayente de macréfagos 1
(MCP-1) en higado (pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y
9 semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PS0O-9), y con colestasis
microquirdrgica (CMQ-9) y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucién p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF),
y con colestasis microquirurgica (CMQ-KTF). Media + desviacién estandar. ®®@
p<0.001: valor ES respecto de PSO-9; 235 p<0.001: valor ES respecto de PSO-
KTF; *** p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF.
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Figura 87: Niveles tisulares de proteina quimioatrayente de macréfagos 1 (MCP-
1) en ileon (pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis
microquirdrgica (CMQ-9) y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucion p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF),
y con colestasis microquirirgica (CMQ-KTF). Media * desviacion estandar. Bf
p<0.01; BBB p<0.001: valor ES respecto de PSO-6;, ®®® p<0.001: valor ES
respecto de PS0O-9; 35 p<0.01; 233 p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF;
¥+ p<0.01; #++ p<0.001: valor ES respecto de CMQ-6; ** p<0.01; ***
p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF.

0
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Figura 88: Niveles tisulares de proteina quimioatrayente de macréfagos 1
(MCP-1) en ganglios mesentéricos (pg/100mg) en la Serie I, de ratas
sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-
9), y con colestasis microquirdrgica (CMQ-9); en la Serie II, de ratas
sacrificadas a las 6 semanas de evoluciéon p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con
colestasis microquirturgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas
entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-
operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirurgica (CMQ-KTF). Media =+
desviacion estandar. BBB p<0.001: valor ES respecto de PSO-6; ®® p<0.01:
valor ES respecto de PSO-9; 333 p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF; #++
p<0.001: valor ES respecto de CMQ-6, ** p<0.01;, *** p<0.001: valor ES
respecto de CMQ-KTF.

12.C. CITOQUINAS PRO-INFLAMATORIAS

12.C.1. Niveles tisulares de interleuquina-1beta (IL-1p)

Los niveles de interleuquina 1 en higado e ileon son mayores en las
ratas pseudooperadas sacrificadas a las 9 semanas al compararlas con el
resto de los grupos (p<0,001). Los niveles en los ganglios del mesenterio
aumentan notablemente en las ratas con colestasis especialmente en el
grupo mencionado previamente (p<0,001) (tabla 26; figuras 89, 90 y
91).
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Tabla 26: Niveles tisulares de interleuquina 1beta (IL-18) en higado, ileon y
ganglios mesentéricos (pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las
8 y 9 semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis
microquirurgica (CMQ-9),; en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas
de evoluciéon p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis microquirdrgica
(CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de
evolucién p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con
colestasis microquirurgica (CMQ-KTF). Media *+ desviacion estandar.

Serie Grupo HIGADO
pg/100mg
19654322 2BBBF RS oo 3gZ22BRRFETe .
PSO-9 @K% P s 618,09
+
n=>5
( ) + + 9,96
. 260,63 60,78
Serie I
22DBBR
347,39 368,38 1115’f¢5¢*
CMQ-9 + +
(n = 5) 147,58 57,12 +
38,96
593 99,67 **
PSO-6 i A 107,69
(n=15) +
41,94 14,69 66,09
Serie II
) 364,19°° 146,07° 257,36
CMQ-6
(n =5) + * +
13,03 7,47 37,5
PSO-KTF 881,76 431,66 481,82
= 5)
(@ 54,86 115,12 194,78
Serie III
495,26 143:'29 631,04
CMQ-KTF . 7 ae N
(n=5) 153,05 ' 194,6

Media + desviacion estandar. B p<0.05; BBB p<0.001: valor ES respecto de
PSO-6,® p<0.05: valor ES respecto de PSO-9; > p<0.05; 2> p<0.01; 23>
p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF; # p<0.05; #++ p<0.001: valor ES
respecto de CMQ-6, eee p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9, * p<0.05; **
p<0.01; *** p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF.
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Figura 89: |Niveles tisulares de interleuquina 1beta (IL-18) en
higado(pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas
de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirtdrgica
(CMQ-9),; en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolucion
p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis microquirurgica (CMQ-6); y en
la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o.
tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis
microquirurgica (CMQ-KTF). Media + desviacion estandar. BBB p<0.001: valor
ES respecto de PSO-6, ® p<0.05: valor ES respecto de PSO-9; 2 p<0.05; 232
p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF; #++ p<0.001: valor ES respecto de
CMQ-6; eee p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9; *** p<0.001: valor ES
respecto de CMQ-KTF.
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Figura 90: Niveles tisulares de interleuquina 1beta (IL-1p) en ileon (pg/100mg)
en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o.:
pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirtrgica (CMQ-9); en la Serie
II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolucién p.o.: pseudo-operadas
(PS0O-6), y con colestasis microquirirgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas
sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o. tratadas con ketotifén:
pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirtrgica (CMQ-KTF). Media
+ desviacion estandar. B p<0.05; BBB p<0.001: valor ES respecto de PSO-6;
222 p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF; #++ p<0.001: valor ES respecto
de CMQ-6, eee p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9, *** p<0.001: valor ES
respecto de CMQ-KTF.
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Figura 91: Niveles tisulares de interleuquina 1beta (IL-1p) en ganglios del
mesenterio (pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis
microquirdrgica (CMQ-9),; en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas
de evolucién p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis microquirurgica
(CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de
evolucion p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con
colestasis microquirurgica (CMQ-KTF). Media =+ desviacion estandar. PBBB
p<0.001: valor ES respecto de PSO-6;, >> p<0.01: valor ES respecto de PSO-
KTF; ® p<0.05: valor ES respecto de PSO-9; + p<0.05, #++ p<0.001: valor ES
respecto de CMQ-6; * p<0.05; ** p<0.01: valor ES respecto de CMQ-KTF.

12.C.2. Niveles tisulares de factor de necrosis tumoral alfa

Los niveles tisulares de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) en
higado, ileon y ganglios mesentéricos disminuyen en las ratas a las que
se les practica una colestasis microquirdrgica (p<0,001), pero la
administracion de ketotifén no modifica las diferencias significativamente
(tabla 27; figuras 92, 93 y 94).
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Tabla 27: Niveles tisulares de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) en
higado, ileon y ganglios mesentéricos (pg/100mg) en la Serie I, de ratas
sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o: pseudo-operadas (PSO-
9), y con colestasis microquirdrgica (CMQ-9); en la Serie II, de ratas
sacrificadas a las 6 semanas de evolucion p.o: pseudo-operadas (PSO-6), y con
colestasis microquirurgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas
entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-
operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirturgica (CMQ-KTF).

Serie Grupo HIGADO
pg/100mg
%k 3k
o 4833,8377ZPRRFITece 409,45°P 38,46
PSO-9
(n = 5) + * *
337,63 55,04 13,89
Serie I
1613,65 582,12 2PB*" 91,96
CMQ-9 + N +
(n = 5) 778,99 163,07 3,74
PSO-6 693:,57 11(1,32 161,75
(n=05)
Serie II 36,42 58,34 22,01
CMQ-6 331,33 201,31 331,13
= 5)
(n 117,05 87,61 73,76
PSO- 2256,32PFFF 85,97 157,66
KTF + + +
Serie III | (n = 5) 157,36 20,46 51,13
29964  76,05--2FPROOO
CMQ- 851’35 + Fttooe
(nKIFS) 50556 32,59 N
= 19,34

Media + desviacion estandar. B p<0.05; BB p<0.01; BBB p<0.001: valor ES
respecto de PSO-6;, ®Q® p<0.001: valor ES respecto de PSO-9; > p<0.05; 2>
p<0.01; 22> p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF; + p<0.05; #* p<0.01;
¥#+ p<0.001: valor ES respecto de CMQ-6, eee p<0.001: valor ES respecto de
CMQ-9; * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF.
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Figura 92: Niveles tisulares de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) en
higado (pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas
de evolucién p.o: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirurgica
(CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolucion p.o:
pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis microquirurgica (CMQ-6); y en la
Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evoluciéon p.o.
tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis
microquirurgica (CMQ-KTF). Media = desviaciéon estandar. BB p<0.01; BBB
p<0.001: valor ES respecto de PSO-6, 22> p<0.001: valor ES respecto de PSO-
KTF; #¥ p<0.01; ##+ p<0.001: valor ES respecto de CMQ-6, eee p<0.001: valor
ES respecto de CMQ-9; ** p<0.01, *** p<0.001: valor ES respecto de CMQ-
KTF.
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Figura 93: Niveles tisulares de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) en ileon
(pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de
evolucién p.o: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirurgica (CMQ-
9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolucion p.o:
pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis microquirtirgica (CMQ-6); y en la
Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evoluciéon p.o.
tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis
microquirurgica (CMQ-KTF). Media + desviacion estandar. B p<0.05; BB p<0.01:
valor ES respecto de PSO-6; > p<0.05; 22 p<0.01: valor ES respecto de PSO-
KTF; ¥+ p<0.05: valor ES respecto de CMQ-6; eee p<0.001: valor ES respecto de
CMQ-9; * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF.
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Figura 94: Niveles tisulares de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) en
ganglios mesentéricos (pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las
8 vy 9 semanas de evolucion p.o: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis
microquirurgica (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas
de evolucion p.o: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis microquirdrgica
(CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de
evolucién p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con
colestasis microquirdrgica (CMQ-KTF). Media + desviacion estandar. PBBB
p<0.001: valor ES respecto de PSO-6;, ®®® p<0.001: valor ES respecto de PSO-
9, 222 p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF; #++ p<0.001: valor ES
respecto de CMQ-6, eee p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9.

12.C.3. Niveles tisulares de interleuquina 13 (IL-13)
La concentracidén de interleuquina 13 encontrada en el higado de las

ratas pseudooperadas es mayor que en las colestasicas (p<0,001) (tabla
28; figuras 95, 96 y 97).
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Tabla 28: Niveles tisulares de inteleuquina 13 (IL-13) en higado, ileon y
ganglios mesentéricos (pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las
8 y 9 semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis
microquirtrgica (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas
de evoluciéon p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis microquirdrgica
(CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de
evolucién p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con
colestasis microquirurgica (CMQ-KTF). Media *+ desviacion estandar.

Serie Grupo HIGADO
184 62722 37,81 57,42
PSO-9 ,
(n = 5) + + +
25,07 7,73 13,53
Serie I Y
78,61 49,47% 64,98
CMQ-9 A A %
orxx 20,19 40,41
pso-kTF 110,26 " .
(n =5) +
Serie III 28,93 7,48 24,85
(n=5)
20,38 23,09 46,97

Media = desviacién estandar. = p<0.05; 335> p<0.001: valor ES respecto de
PSO-KTF; e p<0.05; eee p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9, *** p<0.001:
valor ES respecto de CMQ-KTF.
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Figura 95: Niveles tisulares de inteleuquina 13 (IL-13) en higado (pg/100mg)
en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o.:
pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirurgica (CMQ-9) y en la
Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evoluciéon p.o.
tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis
microquirdrgica (CMQ-KTF). Media + desviacién estandar. 335 p<0.001: valor
ES respecto de PSO-KTF; e p<0.05; eee p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9;
*** p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF.
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Figura 96: Niveles tisulares de inteleuquina 13 (IL-13) en ileon (pg/100mg) en
la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o.:
pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirurgica (CMQ-9) y en la
Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o.
tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis
microquirdrgica (CMQ-KTF). Media + desviacion estandar. > p<0.05; 335
p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF.
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Figura 97: Niveles tisulares de Interleuquina 13 (IL-13) ganglios mesentéricos
(pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de
evolucion p.o.: pseudo-operadas (PS0O-9), y con colestasis microquirdrgica
(CMQ-9) y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de
evolucion p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con
colestasis microquirurgica (CMQ-KTF). Media + desviacién estandar.

12.C.4. Niveles tisulares de inteleuquina 17A (IL-17A)

En la determinacién de interleuquina 17A se encuentra una
disminucion de sus niveles en higado en los animales pseudooperados

comparados con los que tienen realizada una colestasis microquirdrgica

(p<0,01) (tabla 29; figuras 98, 99 y 100).
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Tabla 29: Niveles tisulares de inteleuquina 17 (IL-17) en higado, ileon y
ganglios mesentéricos (pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las
8 y 9 semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis
microquirurgica (CMQ-9) y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucion p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF),
y con colestasis microquirdrgica (CMQ-KTF). Media + desviacion estandar.

Serie Grupo HIGADO ILEON
XY >
pso.g 293,31 41,24
(n=73) 48:t48 6:(|:)6
Serie I ! !
>z
CMQ-9 L7 15,57
(n=5) 99,36 39 11
o 25,56
pso-kTF 17414 "
n=>5) +
Serie III ( 28,28 9,87
53,44 40,78
CMQ-KTF + +
(n=15) 26,09 28,23

89,53
+

31,67

50,69
+

42,16

78,84
+

77,08

Media *+ desviacion estandar. 2 p<0.05; 2> p<0.01: valor ES respecto de PSO-
KTF; ee p<0.01: valor ES respecto de CMQ-9; ** p<0.01, *** p<0.001: valor

ES respecto de CMQ-KTF.
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Figura 98: Niveles tisulares de inteleuquina 17 (IL-17) en higado (pg/100mg)
en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o.:
pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirurgica (CMQ-9) y en la
Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o.
tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis
microquirdrgica (CMQ-KTF). Media = desviacidon estandar. 25 p<0.01: valor ES
respecto de PSO-KTF; ee p<0.01: valor ES respecto de CMQ-9; ** p<0.01; ***
p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF.
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Figura 99: Niveles tisulares de inteleuquina 17 (IL-17) en ileon (pg/100mg) en
la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o.:
pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirurgica (CMQ-9) y en la
Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o.
tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis
microquirdrgica (CMQ-KTF). Media + desviacién estandar. = p<0.05; 25 p<0.01:
valor ES respecto de PSO-KTF.

165



Resultados

IL-17
CLMS
I PSO-9
[ CMQ-9
160 - I PSO-KTF
[ CMQ-KTF
160 | _
140 |
120 |
[o)]
E 100 F
o
o
o 80F
o
60 |
40 |
20 F
0 T T
SERIE | SERIE III

Figura 100: Niveles tisulares de inteleugquina 17 (IL-17) en  ganglios
mesentéricos (pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis
microquirurgica (CMQ-9) y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucion p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF),
y con colestasis microquirurgica (CMQ-KTF). Media + desviacion estandar.

12.D. CITOQUINAS ANTI-INFLAMATORIAS

12.D.1. Niveles tisulares de interleuquina-4

Los niveles de interleuquina 4 en higado y en ileon son mayores en los
animales pseudooperados aprecidndose un descenso con la
administracion de ketotifén (p<0,01). En higado no se aprecia este

comportamiento (tabla 30; figuras 101, 102 y 103).
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Tabla 30: Niveles tisulares de interleuguina 4 (IL-4) en higado, ileon y ganglios
mesentéricos (pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis
microquirtrgica (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas
de evoluciéon p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis microquirdrgica
(CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de
evolucién p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con
colestasis microquirurgica (CMQ-KTF). Media + desviacién estandar.

Serie Grupo HIGADO
(pg/100mg)
%k Xk
) 276,247°° 56,2422 38,46
PSO-9
(n=5) + + *
14,33 10,33 13,89
Serie I
165,23 64,22P=="" 91,96
CMQ-9 + + +
(n =5) 36,25 8,91 3,74
PSO-6
(n = 5) * * *
15,45 7 40,43
Serie 11 % ok
) 199,89 79,11PP222 216,48"°
CMQ-6
— + + +
(n=5)
88,68 15,11 157,8
o 0 157,66
PSO-KTF 277,77 s lr
(n =5) *
11,42 0 51,13
Serie III
97,22 13,22 76,05
CMQ-KTF + 18 59 +
(n = 5) 25,95 ’ 19,34

Media + desviacion estandar. B p<0.05: valor ES respecto de PSO-6; ® p<0.05;
QPP p<0.001: valor ES respecto de PSO-9;, 25 p<0.01; 235 p<0.001: valor ES
respecto de PSO-KTF; + p<0.05; ##+ p<0.001: valor ES respecto de CMQ-6; e
p<0.05; ee p<0.01; eee p<(0.001: valor ES respecto de CMQ-9; * p<0.05; **
p<0.01; *** p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF.
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Figura 101: Niveles tisulares de interleuquina 4 (IL-4) en higado (pg/100mg)
en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o.:
pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirturgica (CMQ-9); en la Serie
II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolucién p.o.: pseudo-operadas
(PSO-6), y con colestasis microquirturgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas
sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o. tratadas con ketotifén:
pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirtrgica (CMQ-KTF). Media
+ desviacion estandar. ®®® p<0.001: valor ES respecto de PSO-9; 335
p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF;, # p<0.05; #+# p<0.001: valor ES
respecto de CMQ-6; e p<0.05; ee p<(0.01, eee p<0.001: valor ES respecto de
CMQ-9; * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF.
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Figura 102: Niveles tisulares de interleuquina 4 (IL-4) en ileon (pg/100mg) en
la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o.:
pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirurgica (CMQ-9); en la Serie
II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolucion p.o: pseudo-operadas
(PS0O-6), y con colestasis microquirturgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas
sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o. tratadas con ketotifén:
pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirturgica (CMQ-KTF). Media
+ desviacion estandar. B p<0.05: valor ES respecto de PSO-6; ® p<0.05: valor
ES respecto de PS0O-9; 2> p<0.01; 22> p<0.001: valor ES respecto de PSO-
KTF; ** p<0.01; *** p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF.
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Figura 103: Niveles tisulares de interleuquina 4 (IL-4) en ganglios mesentéricos
(pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de
evolucién p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirurgica
(CMQ-9),; en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolucion
p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis microquirurgica (CMQ-6); y en
la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o.
tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis
microquirurgica (CMQ-KTF). Media * desviacion estandar. B p<0.05: valor ES
respecto de PSO-6; ® p<0.05: valor ES respecto de PSO-9.

12.D.2. Niveles tisulares de Interleuquina 10 (IL-10)

Los animales a los que se realizd colestasis microquirdrgica (CMQ)
tienen una concentracién de interleuquina 10 menor en el higado, vy
mayor en el ileon respecto de las ratas del grupo pseudo-operado (PSO)
(p<0,001) (tabla 31; figuras 104 y 105).
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Tabla 31: Niveles tisulares de interleuquina 10 (IL-10) en higado, ileon y
ganglios mesentéricos (pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las
8 y 9 semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis
microquirtrgica (CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas
de evoluciéon p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis microquirdrgica
(CMQ-6); y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de
evolucién p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con
colestasis microquirurgica (CMQ-KTF). Media + desviacién estandar.

Serie Grupo HIGADO
1270,32[3[3[321:#1:000*** 521 96
PSO-9 + ’
+
(n=5) 53,35 38,08
Serie I
682,53PPFFF 318,66 PPP*
CMQ-9 + +
(n=5) 122,6 51,67
PSO-6 336,27 108,4 144,5
+ + +
(n=5) 30,41 6,78 7,47
Serie 11
CMQ-6 197,2 173,69 231,74
+ + +
(n=3) 43,66 44,25 28,89
BRB++FeX** B
PSO-kTE  1008,97 194,24
(n=5) * *
69,44 12,02
Serie III S0 57¢ 273,88[38
CMQ-KTF + +
(n=15) 161,55 33,75

Media + desviacion estandar. B p<0.05; BB p<0.01; BBB p<0.001: valor ES
respecto de PSO-6;, ® p<0.05; valor ES respecto de PSO-9; > p<0.05: valor ES
respecto de PSO-KTF; + p<0.05; #*+ p<0.001: valor ES respecto de CMQ-6; e
p<0.05;, eee p<(0.001: valor ES respecto de CMQ-9; *** p<0.001: valor ES
respecto de CMQ-KTF.
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Figura 104: Niveles tisulares de interleugquina 10 (IL-10) en higado
(pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de
evolucion p.o.: pseudo-operadas (PS0O-9), y con colestasis microquirtrgica
(CMQ-9); en la Serie II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolucién
p.o.: pseudo-operadas (PSO-6), y con colestasis microquirurgica (CMQ-6); y en
la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o.
tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis
microquirdrgica (CMQ-KTF). Media % desviacién estandar. BB p<0.01, BBB
p<0.001: valor ES respecto de PSO-6; > p<0.05: valor ES respecto de PSO-KTF;
¥++ p<0.001: valor ES respecto de CMQ-6; e p<0.05, eee p<(0.001: valor ES
respecto de CMQ-9; *** p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF.
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Figura 105: Niveles tisulares de inteleuquina 10 (IL-10) en ileon (pg/100mg) en
la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucién p.o.:
pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis microquirturgica (CMQ-9); en la Serie
II, de ratas sacrificadas a las 6 semanas de evolucién p.o.: pseudo-operadas
(PS0O-6), y con colestasis microquirurgica (CMQ-6); y en la Serie III, de ratas
sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o. tratadas con ketotifén:
pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirtrgica (CMQ-KTF). Media
+ desviacion estandar. B p<0.05; BB p<0.01; BBB p<0.001: valor ES respecto
de PSO-6; ® p<0.05; valor ES respecto de PSO-9; + p<0.05.

13. CONCENTRACIONES TISULARES DE FACTORES
DE CRECIMIENTO

13.A. Niveles tisulares de factor de crecimiento de endotelio
vascular (VEGF)

Los niveles en higado, ileon y ganglios del mesenterio de factor de
crecimiento de endotelio vascular se encuentran disminuidos en las ratas
con colestasis. Estas diferencias se acentlan con la administracion de
ketotifén, haciendo incluso que lleguen a ser indetectables en los ganglios
(p<0,001) (tabla 32; figuras 106, 107 y 108).
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Tabla 32: Niveles tisulares de factor de crecimiento de endotelio vascular
(VEGF) en higado, ileon y ganglios mesentéricos (pg/100mg) en la Serie I, de
ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas
(PS0O-9), y con colestasis microquirtrgica (CMQ-9) y en la Serie III, de ratas
sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o. tratadas con ketotifén:
pseudo-operadas (PSO-KTF), y con colestasis microquirtrgica (CMQ-KTF). Media
+ desviacion estandar.

Serie Grupo

Serie I

CMQ-9
(n=15)

PSO-KTF

serienr (" T2

CMQ-KTF
(n=5)

HIGADO
pg/100mg

294,19
+

137,66

363,2
+

90,1

29,18%%%°°*

+
102,01

+
43,94

Xk kk
180,152%%

+
89,61

17,73
+

26,72

15,41
+

55,37

120,89

119,3

3
206,41%

76,92

5,93

87,93

O H O

Media + desviacion estandar. > p<0.05; 3> p<0.01; 333 p<0.001: valor ES
respecto de PSO-KTF, eee p<(0.001: valor ES respecto de CMQ-9; * p<0.05; **

p<0.01; *** p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF.
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Figura 106: Niveles tisulares de factor de crecimiento de endotelio vascular
(VEGF) en higado (pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis
microquirurgica (CMQ-9) y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucion p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF),
y con colestasis microquirturgica (CMQ-KTF). Media % desviacion estandar. >
p<0.05;, 2> p<0.01;, 22> p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF, eee
p<0.001: valor ES respecto de CMQ-9; * p<0.05;, ** p<0.01; *** p<0.001:
valor ES respecto de CMQ-KTF.
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Figura 107: Niveles tisulares de factor de crecimiento de endotelio vascular
(VEGF) en ileon (pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis
microquirurgica (CMQ-9) y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucién p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF),
y con colestasis microquirdrgica (CMQ-KTF). Media + desviacion estandar. 25
p<0.01, 232> p<0.001: valor ES respecto de PSO-KTF;, ** p<0.01;, ***
p<0.001: valor ES respecto de CMQ-KTF.
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Figura 108: Niveles tisulares de factor de crecimiento de endotelio vascular
(VEGF) en ganglios mesentéricos (pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas
entre las 8 y 9 semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con
colestasis microquirdrgica (CMQ-9) y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre
las 8 y 9 semanas de evoluciéon p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas
(PSO-KTF), y con colestasis microquirurgica (CMQ-KTF). Media + desviacion
estandar. = p<0.05: valor ES respecto de PSO-KTF; * p<0.05: valor ES respecto
de CMQ-KTF.
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13.B. Niveles tisulares de factor de crecimiento transformador
beta 1 (TGFB-1)

El factor de crecimiento transformador beta-1 se encuentra disminuido en
el higado y en el ileon de las ratas con colestasis a las que se les ha
administrado ketotifén (p<0,05), pero no se aprecian diferencias
significativas en los ganglios del mesenterio (tabal 33; Figuras 109, 110
y 111).

Tabla 33: Niveles tisulares de factor de crecimiento transformador beta-1
(TGFg) en higado, ileon y ganglios mesentéricos (pg/100mg) en higado, ileon y
ganglios mesentéricos (pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las
8 y 9 semanas de evolucion p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis
microquirurgica (CMQ-9) y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucion p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF),
y con colestasis microquirdrgica (CMQ-KTF). Media + desviacion estandar.

Serie Grupo HIGADO ILEON
PSO-9 5,:.56 4,;92 2,i38
= 5)
(n 0,76 0,46 0,28
Serie I
4,04 5,91 4,12
CMQ-9 + + +
(n =5) 0,71 1,6 0,37
PSO-KTF 472 298 313
= 5)
(n 0,33 0,27 0,46
Serie III
2,84%%¢ 3,24%%% 3,91
CMQ-KTF 4 + +
(n=05) 0,25 0,17 0,41

Media + desviacion estandar. ® p<0.05; ®® p<0.01: valor ES respecto de PSO-
9, 2 p<0.05: valor ES respecto de PSO-KTF; e p<0.05: valor ES respecto de
CMQ-9.
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Figura 109: Niveles tisulares de factor de crecimiento transformador beta-1
(TGFg) en higado (pg/100mg) en higado, ileon y ganglios mesentéricos
(pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de
evolucion p.o.: pseudo-operadas (PS0O-9), y con colestasis microquirdrgica
(CMQ-9) y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de
evolucion p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con
colestasis microquirdrgica (CMQ-KTF). Media + desviacion estandar. ® p<0.05:
valor ES respecto de PSO-9; 2 p<0.05: valor ES respecto de PSO-KTF; e
p<0.05: valor ES respecto de CMQ-9.
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Figura 110: Niveles tisulares de factor de crecimiento transformador beta-1
(TGFg) en ileon  (pg/100mg) en higado, ileon y ganglios mesentéricos
(pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de
evolucién p.o.: pseudo-operadas (PS0O-9), y con colestasis microquirdrgica
(CMQ-9) y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9 semanas de
evolucion p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF), y con
colestasis microquirdrgica (CMQ-KTF). Media + desviacién estandar. ®® p<0.01:
valor ES respecto de PSO-9; > p<0.05: valor ES respecto de PSO-KTF.
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Figura 111: Niveles tisulares de factor de crecimiento transformador beta-1
(TGFg) en ganglios mesentéricos (pg/100mg) en higado, ileon y ganglios
mesentéricos (pg/100mg) en la Serie I, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucién p.o.: pseudo-operadas (PSO-9), y con colestasis
microquirdrgica (CMQ-9) y en la Serie III, de ratas sacrificadas entre las 8 y 9
semanas de evolucion p.o. tratadas con ketotifén: pseudo-operadas (PSO-KTF),
y con colestasis microquirdrgica (CMQ-KTF). Media + desviacion estandar.
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Discusion

En este trabajo se ha utilizado un modelo experimental de colestasis
que se fundamenta en la reseccidn con técnica microquirdrgica de la via
biliar extrahepatica de la rata (Aller y cols., 1993b). Esta técnica
microquirdrgica se considerd de eleccion para el estudio de la colestasis
extrahepatica, ya que a diferencia de las técnicas macroquirdrgicas,
consistentes en la ligadura y seccién del colédoco, evita la produccién de un
pseudoquiste biliar con las subsiguientes complicaciones infecciosas locales
(colangitis), regionales (abscesos hepaticos y peritonitis) y sistémicas
(abscesos pulmonares, sepsis, shock séptico y muerte) (Aller y cols.,
2004a; Aller y cols., 2009a).

La colestasis extrahepatica microquirdrgica en la rata se realiza
disecando en continuidad el colédoco con los correspondientes conductos
biliares que drenan los lébulos caudado, lateral derecho, medio y lateral
izquierdo del higado. Durante la microdiseccion se debe evitar la lesién de Ia
arteria hepatica propia, asi como de sus ramas lobulares y la diseccion debe
ser particularmente cuidadosa cuando se alcanza el extremo craneal de la
via biliar extrahepatica. Por ultimo, los conductos lobulares biliares se ligan
a ras del parénquima hepdtico para evitar la persistencia de via biliar
extrahepatica residual ya que son el origen de pseudoquistes infectados por
gérmenes gram negativos de origen intestinal (Aller y cols., 1993; Aller y
cols., 2009a).

El modelo resultante tras la reseccidn microquirdrgica de la via biliar
extrahepatica en la rata es de insuficiencia hepatica progresiva lo que obliga
a la administracion de vitamina K para evitar la muerte de los animales por
hemorragia durante las primeras semanas del post-operatorio (Aller y cols.,
2008a; Aller y cols., 2009b; Aller y cols., 2010a; Aller y cols., 2010b). Se
consigue asi que los animales desarrollen hepatomegalia, asociada a una
intensa respuesta proliferativa ductular biliar con apoptosis de hepatocitos y

colangiocitos y fibrosis (Sanchez-Patan y cols., 2008; Aller y cols., 2008b).

La respuesta inflamatoria hepatica secundaria a la colestasis
extrahepatica se ha sugerido que posee similitud con la correspondiente a

las lesiones traumaticas y en especial a las heridas, ya que cursa con
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isquemia, estrés oxidativo y nitrosativo, infiltracion leucocitaria, estrés
enzimatico, angiogénesis y fibrogénesis (Aller y cols., 2008a; Aller y cols.,
2010c). Entre los factores etiopatogénicos, destacan la hipertension
intraductular y la estasis de sales biliares. En particular, las sales biliares
son potencialmente tdxicas para las células hepdticas y, a elevadas
concentraciones, danan la integridad mitocondrial, produciendo liberacién
de citocromo C y activacion de la apoptosis. Sin embargo, la apoptosis
también puede ser iniciada en el reticulo endoplasmico. El acumulo de sales
biliares podria causar estrés del reticulo endoplasmico con liberacidn de
calcio ionico y la subsiguiente activacion de las cascadas apoptoéticas, tanto
en hepatocitos como en colangiocitos (De Buy Wenninger y Beuers, 2010;
Aller y cols., 2010c).

En los higados colestasicos de la rata la proliferacién ductular biliar se
considera que es un proceso dinamico caracterizado por una continua
formaciéon y destruccion de colangiocitos por apoptosis (Glaser y cols.,
2010). Ya que los colangiocitos tienen la capacidad de inducir fibrogénesis,
se ha sugerido que la fibrosis biliar se podria revertir favoreciendo la
fagocitosis de los colangiocitos apoptéticos, por fagocitos profesionales
como son los macréfagos (Popov y cols., 2010). Sin embargo, es posible
que el proceso de polarizacion de los macrofagos durante la colestasis
implique diversas subpoblaciones. Asi en respuesta a TNF-a e interferon-y
(IFN-y) los macréfagos se pueden polarizar hacia el clasico fenotipo M1 que
se caracteriza por la elevada expresion de IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-12 e IL-23
(Wynn, 2011). Sin embargo, los macréfagos también pueden polarizarse
hacia el fenotipo alternativo M2a cuando sufren la influencia de IL-4 y IL-
13, consideradas citoquinas relacionadas con células Th,. Asimismo,
fenotipo M2b puede ser inducido por IL-1B, en tanto que el fenotipo
macrofagico M2c puede derivar del estimulo por IL-10, TGF-p o por
glucocorticoides (Butcher y Galkina, 2012). En particular en el higado
colestasico, las células cebadas también podrian ser una fuente potencial de
IL-1B, IL-4, IL-13 e IL-10, las cuales podrian polarizar a los macréfagos
segun un fenotipo M2 que, a su vez, causaria entre otras alteraciones,

fibrosis. Al contrario que los macréfagos con fenotipo M1, los macréfagos
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M2 estan implicados en los proceso cicatriciales ya que causan remodelacién
de la matriz extracelular, esferocitosis y reclutamiento de fibroblastos
(Wynn, 2012). En este supuesto el incremento de células esplacnicas en las
ratas con hipertensién portal secundaria a colestasis extrahepatica
microquirdrgica podria ser uno de los factores causantes de fibrosis hepatica
(Aller vy cols. ,2010d).

La colestasis extrahepatica en la rata podria ser considerada un
modelo experimental de fibrosis hepatica (Hayashi y Sakai, 2011). Entre
los factores que podria favorecer la fibrogénesis en este modelo
experimental destacan los opioides enddgenos, en particular producidos por
los colangiocitos (Glaser y cols., 2010). Entre las funciones que caracterizan
el epitelio biliar proliferante en la colestasis extrahepatica experimental,
destacan las relaciones con la produccién de mediadores neuroendocrinos
en particular los opioides (Alpini y cols., 1988; Glaser y cols., 2010). La
activacion de los receptores opioides a su vez produce un incremento de la
proliferacion de células estrelladas hepaticas con incremento de Ila

produccion de colageno (De Minicis y cols., 2008).

Las reacciones ductulares son aceptadas como el paradigma de la
respuesta de diferenciacion hepatica cuando el higado sufre patologia, en
particular colestasis, enfermedades inflamatorias y tumores benignos y
malignos. Y es que, la patologia inflamatoria hepatica induciria un proceso
de desdiferenciacion mediante el cual se crean estructuras embrionarias
(Desmet, 2011). Hans Popper (Popper, 1957) ya establecid cuatro tipos de
reacciones ductulares: el Tipo 1 predomina en la obstruccién completa de la
via biliar y representa una de las innumerables interacciones entre células
epiteliales biliares, estromales e inflamatorias. Este tipo de reaccidn
ductular resulta de la proliferaciéon de colangiocitos pre-existentes, lo cual
produce elongacion, ramificaciéon y dilatacion de los conductillos biliares
(Desmet, 2011). ElI Tipo 2 se divide en dos subtipos: el Tipo 2A,
predominantemente periportal, se ha interpretado como una “metaplasia
ductular de hepatocitos” y es mas frecuente, aunque no exclusiva de las
patologias colestdsicas crdénicas. Ademas, los hepatocitos colestasicos

activan a las células estrelladas hepaticas, que adoptan un fenotipo
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miofibroblastico, responsable del aumento de la sintesis de tejido conectivo
(Desmet, 2011)

La reaccion ductular precoz (6 a 12h) después de la obstruccién biliar se
caracteriza por la dilatacion de los conductillos biliares distales, los de mas
estrecho calibre, ductulos biliares y el plexo biliar periportal, y esto se
asocia al inicio de la transformacion de los hepatocitos hacia células de tipo
biliar (Azmaiparashvilli y cols, 2012). Asi, por transdiferenciacion de los
hepatocitos maduros en células ductulares biliares se forman nuevos
conductillos biliares desde el segundo o tercer dia, si bien éste fendmeno
esta completamente establecido a los siete dias de la obstrucciéon (Georgiev
y cols., 2008).

Asi, a corto plazo (7 dias) el modelo de colestasis microquirdrgica
experimental desarrolla hepatomegalia con proliferacion ductular (reaccién
ductular Tipo 1) (Desmet, 2011; Aller y cols; 2004a). Sin embargo, a largo
plazo (6 a 8 semanas), éste modelo microquirirgico de colestasis
obstructiva desarrolla una intensa proliferacion biliar con fibrosis (reaccién
ductular Tipo 2A), aunque la pérdida de la arquitectura normal hepatica
tipica de la cirrosis raras veces es encontrada (Sanchez-Patan y cols., 2008;
Aller y cols., 2008a; Aller y cols., 2010c)

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 numero aumenta invadiendo no solo los espacios portales, sino también
los sinusoides (Farrel y cols., 1995). Incluso en estas enfermedades
hepaticas 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 pueden estar implicadas en la
fibrogénesis hepatica (Farrell y cols., 1995; Francis y Meininger, 2010).
Experimentalmente, en un modelo de colestasis extrahepatica

microquirurgica en la rata también se ha demostrado que las células
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cebadas se acumulan en los espacios portales y alrededor de los conductos

biliares proliferantes (Takeshita y Shibayama, 2005).

Histamina es un mediador almacenado en las células cebadas
residentes en los tejidos y desempefia importantes funciones en las
distintas fases de la respuesta inflamatoria asociadas al proceso de curacion
de las heridas y, por tanto, a la fibrosis (Kupietzky y Levi-Schaffer, 1996).
Histamina es un estimulante de la migracién de fibroblastos y, por lo tanto,
puede contribuir a la produccion de fibrosis (Kohyama vy cols, 2009). A su
vez, la inhibicidon de las células cebadas por ketotifén, al reducir la
concentracidn de histamina tisular podria inhibir la migracién hepatica de
fibroblastos, asi como su estimulacién para la produccién de colageno, por
lo que seria un mecanismo eficaz para revertir la fibrosis hepatica
(Garbuzenko y cols., 2002).

Asimismo, las lesiones hepaticas son un factor fundamental en la
induccién de transicién epitelio-mesenquimal (Choi y Diehl, 2009). Tres
tipos de células hepaticas se ha demostrado que pueden experimentar dicha
transicion, como son los hepatocitos, los colangiocitos y las células
estrelladas hepaticas. En particular los colangiocitos pueden sufrir una
completa transicion epitelio-mesenquimal induciendo la expresiéon de genes
mesenquimales y adquiriendo un fenotipo migratorio (Deng Y-H y cols.,
2011). Asimismo, colangiocitos de ratas con fibrosis biliar co-expresan
marcadores epiteliales y mesenquimales, una caracteristica propia de la
transicién epitelio-mesenquimal (Omenetti y cols, 2008; Choi vy Diehl,
2009). Por lo tanto, se ha concluido que la atresia biliar y en general las
hepatopatias asociadas a proliferacién ductular, cursan con transicién
epitelio-mesenquimal, no solo producida por hepatocitos, sino también por
colangiocitos (Diaz y cols., 2008; Choi y Diehl, 2009).

En la actualidad, uno de los objetivos fundamentales en investigacion
hepatica es la reversibilidad de la fibrosis causante de hipertension portal.
Hasta fechas recientes se considera que la fibrosis del higado era
irreversible y la Unica posibilidad terapéutica consistia en el control de los

factores exdégenos y enddgenos (Ismail y Pinzani, 2011). Sin embargo, el
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descubrimiento de la actividad de los distintos subtipos de macréfagos en la
produccion y resolucion de la fibrosis ha modificado las expectativas
terapéuticas respecto de esta patologia. Asi, la interaccién entre el sistema
de quimioquinas y los macréfagos en procesos que causan la resolucion de
la fibrosis es objeto de investigacion con el objeto de obtener terapias

eficaces (Desmet y Roskams, 2004; Mitchell y cols., 2009).

Los modelos animales han sido muy dutiles en el estudio de la
fisiopatologia de la fibrosis y cirrosis hepaticas (Tsukamoto y cols., 1990;
Iredale, 2007). Aunque en la actualidad no existe un modelo experimental
que reproduzca exactamente el proceso de fibrosis hepatica en el ser
humano (Iredale, 2007), el estudio de modelos de fibrosis hepatica en
animales y en particular en la rata, son fundamentales para el ensayo de
nuevas terapias antifibrogénicas (Hoefs y cols., 2011). Por esta razon, el
modelo de fibrosis por colestasis extrahepatica microquirirgica se ha
utilizado en el presente trabajo. Este modelo experimental ha permitido
demostrar el efecto beneficioso de ketotifén en el tratamiento de la fibrosis
hepatica y, por lo tanto, la implicacion en su produccion de las células

cebadas esplacnicas.

Ketotifén (4-(1-metil-4-piperidiliden) 4H-benzo [4,5] ciclohepta [1,2-
b] tiofen-10 (9H)-hidrogeno fumarato), es un antagonista de receptor H; de
histamina con propiedades estabilizadoras de células cebadas (Sakamoto y
cols., 2012). Aunque los mecanismos intimos de la estabilizaciéon de células
cebadas por ketotifén se desconocen, se ha demostrado que el bloqueo que
produce de los canales de calcio es esencial para evitar la degranulacion de
las células cebadas. Sin calcio intracelular las vesiculas secretoras no
pueden fusionarse con la membrana celular y, por lo tanto, las células
cebadas no pueden degranular sus factores proinflamatorios (Spataro y
Bossman, 1976; White y cols., 1984). A su vez, en el higado colestasico
ketotifén, ademas de reducir la liberacion de mediadores inflamatorios
podria también inhibir la liberacidon extracelular de HMGB; (High mobility
group box 1) por células apoptoticas (Ramos y cols., 2010). La colestasis
extrahepatica microquirdrgica es causante de apoptosis hepatocitaria,

asociada a la proliferacidon ductular biliar y al acimulo de células cebadas
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alrededor de los conductos biliares proliferantes (Aller y cols., 2008b). A su
vez, se ha descrito que en las reacciones ductulares biliares a la agresion,
macrofagos derivados de la medula 6sea son capaces de fagocitar los
hepatocitos tanto apoptéticos como necrosados, estimulando el excesivo
acumulo de miofibroblastos con progresiva produccién de matriz
extracelular, disregulacién de las células endoteliales hepaticas con
remodelacién vascular que causa fibrosis, hipertensién venosa portal y
ascitis (Boulter y cols., 2012; Diehl, 2012). Por esta razén, la disminucion
de la fibrosis hepatica en las ratas colestdsicas tratadas con ketotifén podria
ser atribuida tanto a la accidn estabilizadora de células cebadas (Sakamoto
y cols., 2012) como a su accién inhibidora de la liberacién de HMGB; por
células apoptéticas. En este sentido, mediadores nucleares, incluyendo DNA
se consideran altamente proinflamatorios y su liberacién extracelular
durante la apoptosis puede ser causante de inflamacidon hepatica
(Konstantinidis y Kitsis, 2012). Sin embargo, es de particular interés
respecto de los resultados del presente trabajo experimental el efecto
beneficioso de ketotifén a pesar de ser administrado durante un estadio
evolutivo tardio de la colestasis extrahepatica experimental. Esta accién de
ketotifén implica la posibilidad de lograr la reversibilidad de la fibrosis

hepatica mediante la inhibicidén de la actividad de las células cebadas.

Otro importante mecanismo antiinflamatorio de ketotifén se
fundamenta en su capacidad para regular la actividad metabdlica de los
fagocitos. Asi, como la mayoria de los antihistaminicos-H;, ketotifén inhibe
el metabolismo de los macréfagos durante la respuesta inflamatoria, que se
considera dependiente de mieloperoxidasa. El resultado es la modulacién en
la liberacion de mediadores inflamatorios como 6&xido nitrico (NO) vy
radicales libres de oxigeno (Lojek y cols., 2011). En otros procesos
inflamatorios crénicos la estabilizacion de células cebadas también ha
demostrado que influye tanto en el gasto energético como en la apoptosis y
en la angiogénesis. Esta polifacética actividad de ketotifén, ha permitido su
utilizacion con éxito en el tratamiento de alteraciones metabdlicas cronicas

como por ejemplo la obesidad y la diabetes (Wang y Shi, 2011).
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La inhibicion del funcionalismo fagocitario por ketotifén, sugiere que
en los animales colestasicos tratados con este farmaco se reduciria el efecto
estimulante de los miofibroblastos por macréfagos, con disminucién de la
produccion de IL-6 y de colageno, disminucién de la transdiferenciaciéon de
fibroblastos en miofibroblastos y, por ultimo, reduccién de la fibrogénesis
hepatica, disminucion de la resistencia al flujo portal y menor intensidad de
hipertension en el territorio esplacnico (Ma y cols., 2012). Entre los
mediadores de células cebadas y macréfagos implicados en la estimulacion
de los fibroblastos destaca TGF-f (Monument y cols, 2012). Ya que TGF-p
aumenta en los higados colestasicos, alcanzando significativas
concentraciones, su disminucion causada por el tratamiento con ketotifén
constituiria uno de los mecanismos antifibrogénicos de este farmaco

(Monument y cols., 2010).

En estudios previos hemos comprobado que la accion de ketotifén
sobre la actividad fibrogénica hepatica es dosis-dependiente. Por esta
razon, los animales con menor ingesta del farmaco no presentaban
disminucidon de la fibrosis hepatica. Sin embargo, la disminucidon de la
presion portal tras la administracién tan solo temporal de ketotifén sugiere
gue al disminuir la resistencia hepatica al flujo portal, bien por disminucion
de la intensidad de la respuesta inflamatoria y, por tanto de los mecanismos
implicados en la fibrogénesis, o por reduccion de la actividad proliferativa
biliar y angiogénica se favoreceria no solo la circulacidon esplacnica sino
también la funcidn hepatica. En este supuesto, ketotifén actuaria por un
doble mecanismo de accion para disminuir las complicaciones propias de la
colestasis extrahepatica, esto es disminuyendo el grado de insuficiencia
hepatica e inhibiendo la respuesta inflamatoria esplacnica, En esencia, la
accion terapéutica de ketotifén, exige una adecuada estabilizacién de la
membrana celular de las células cebadas, evitando tanto la degranulacién
vesicular como la intercomunicacidn con células vecinas, como son
fibroblastos, células dendriticas y linfocitos T, que en su conjunto participan
en la patogenia de la fibrosis hepatica (Ambrust y cols, 1997; Foley y cols.,
2011; Carroll-Portillo y cols., 2012).
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Otras consecuencias patoldgicas de la colestasis extrahepatica
microquirdrgica en la rata son la produccién de circulacién colateral porto-
sistémica secundaria a la hipertension portal, asi como la ascitis (Aller y
cols., 2004b). Se ha propuesto que la hipertension portal induce una
respuesta inflamatoria de origen esplacnico y con repercusion sistémica que
seria de interés caracterizar, principalmente por sus implicaciones
terapéuticas (Aller y cols., 2007). En la rata, se podria considerar que
durante la evolucion de la hipertensién portal cambian los mecanismos que
la producen. Asi, en fases precoces la hipertensidon portal se atribuye el
aumento de la resistencia al flujo sanguineo portal, pero cuando se
desarrolla la circulacidon colateral porto-sistémica, el mantenimiento de la
hipertensidon portal se atribuye al incremento del flujo sanguineo arterial
mesentérico (Vorobioff y cols., 1983; Vorobioff y cols., 1984; Sikuler y
cols., 1985; Sikuler y Groszmann, 1986).

En esencia, la hipertension portal cursa con circulacién hiperdinamica
esplacnica y sistémica de naturaleza multifactorial (Kroeger y Goszmann,
1985a; Bosch y cols., 1992; Iwakiri y Groszmann, 2006). En las ratas, con
hipertensidon portal prehepatica la circulacidon hiperdindmica se atribuye a
dos mecanismos: 1) El incremento de mediadores vasodilatadores, como
son o6xido nitrico (NO), mondxido de carbono (CO), TNF-a, glucagdn,
prostaciclina (PGI,), endocanabinoides, adrenomedulina y sulfuro de
hidrégeno (H2S) (Iwakiri y Groszmann, 2006). 2) La andmala respuesta a
mediadores vasoconstrictores ya endégenos como noradrenalina, endotelina
y vasopresina, o bien exdégenos como farmacos alfa-agonistas (Bomzon vy
Blendis, 1987; Blanco-Rivero y cols., 2009; Sastre y cols., 2012).

En el modelo microquirdrgico de colestasis extrahepatica en la rata la
hipertensidn portal se asocia también con gran desarrollo de la circulacion
colateral porto-sistémica, principalmente de tipo esplenorenal, asi como
ascitis a corto plazo. Aunque se ha sugerido que el desarrollo de circulacion
colateral porto-sistémica se debe a la apertura de vasos preexistentes, en la
actualidad se considera que es un proceso de neoangiogénesis mediado
principalmente por el factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF)

(Fernandez y cols., 2005). En este sentido, la disminucién esplacnica de
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VEGF por ketotifén en las ratas colestdsicas implicaria que este farmaco
actuaria como inhibidor de la respuesta tisular a la hipoxia. En la actualidad,
se considera que la respuesta inicial a la hipoxia implica la estabilizacién del
factor de transcripcion inducido por hipoxia (HIF) 1-alfa, cuyas acciones son
las de favorecer la instauracién de un metabolismo anaerobio, con glucolisis
anaerobia, hipometabolismo y angiogénesis (Wong y cols., 2012). Por lo
tanto, al disminuir la concentracién esplacnica de VEGF ketotifén podria
reducir el grado de hipoxia tisular en la hipertensién portal colestasica y en
consecuencia inhibir uno de los mas importantes factores productores de

inflamacion.

En la hipertension portal el flujo linfatico esplacnico también podria
influenciar su evolucion. En particular, el tracto gastrointestinal sufre edema
en la hipertension portal, favoreciendo asi el incremento del flujo linfatico e,
incluso causando dilatacion de los vasos linfaticos (Ikeda y cols., 2001). Es
posible que esta dilatacidn vascular linfatica se produzca tanto por el
excesivo drenaje de liquido intersticial, como por la estasis linfatica inducida
por la accién de mediadores inflamatorios liberados por las células cebadas
sobre el endotelio linfatico. Asimismo, estos mediadores podrian inhibir la
actividad contractil propulsora de la linfa. En este supuesto, tanto el edema
intersticial como la dilatacién vascular linfatica podrian influenciar la
evolucion de la hipertensién portal, tanto en el ambito esplacnico como

sistémico (Aller y cols., 2007a; Aller y cols., 2010e).

También las células cebadas han sido implicadas en la produccion de
traslocacion bacteriana intestinal en las ratas con hipertensién portal
(Llamas vy cols., 2009). Se ha demostrado que a los 30 dias de evolucion,
la hipertension portal prehepatica causa traslocacion bacteriana a los
ganglios linfaticos mesentéricos (Llamas y cols., 2010). Entre los factores
intestinales que podrian estar implicados en la produccion de traslocacion
bacteriana destacan la disbacteriosis y el aumento de permeabilidad
intestinal (Wiest y Rath, 2003; Garcia-Tsao y cols., 1993). Se ha sugerido
gue en la hipertension portal experimental podria existir un eje inflamatorio
hepato-intestinal, con produccién hepatica de mediadores pro-inflamatorios,

como son TNF-a, IL-1B y NO, en tanto que en el tracto gastrointestinal se
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produce un incremento de IL-10, una citoquina con poderosa accién
antiinflamatoria, y también mediadora de la respuesta por células Th2 (Aller
y cols., 2005; Palma y cols., 2005). Por esta razén, se ha sugerido que la
respuesta inflamatoria esplacnica asociada a la hipertensién portal podria
estar implicada en la produccion de traslocacién bacteriana intestinal a los
ganglios linfaticos mesentéricos (Llamas y cols., 2010). Sin embargo, en la
actualidad la respuesta inflamatoria mediada por linfocitos Th2 se
considera que es heterogénea, esto es dependiendo de la combinacién de
los mediadores liberados puede ser pro-inflamatoria, proliferativa o bien
anti-inflamatoria. Por esta razdén, los citados resultados deberian ser
reevaluados a la luz de nuevas investigaciones en las que se determine un
mayor numero de los mediadores sintetizados y liberados por las células
cebadas para asi evaluar con precisidon las caracteristicas especificas de este

tipo de respuesta inflamatoria secundaria a hipertensién portal colestasica.

La hipertensién portal causa una respuesta inflamatoria tanto
esplacnica como sistémica, con implicacion de las células cebadas en su
etiopatogenia (Aller y cols., 2007a; Aller y cols., 2007b). Entre los procesos
inflamatorios en los que se ha demostrado la participacion de las células
cebadas, destacan las enfermedades autoinmunes, como son la esclerosis
multiple, la dermatitis atodpica, la psoriasis y la artritis reumatoide
(Theoharides y cols, 2012). Sin embargo, otros procesos inflamatorios como
son los post-traumaticos e infecciosos también se desarrollan con
participacion de las células cebadas (Galli y Tsai, 2008; Moon y cols, 2010;
Galli y cols., 2011). En la hipertension portal las células cebadas, por su
interaccién bidireccional con las neuronas en el tracto gastrointestinal (Van
Nassauw y cols., 2007), pueden ser activadas por multiples factores
neuronales, entre los que se incluyen los neurotransmisores (Bischoff,
2009; Moon y cols., 2010; de Jonge, 2011; Van Diest y cols., 2012; De
Winter y cols., 2012). Sin embargo, se debe considerar también que estas
células, aunque inflamatorias en determinadas circunstancias, también
poseen accién antiinflamatoria, favorecen la tolerancia, inducen Ila
resolucion de la inflamacién y participan en el mantenimiento de la

homeostasis tisular y organica (Lu y cols., 2006; Galli y Tsai, 2008; de Vries
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y Noelle, 2010). Por lo tanto, en el intestino aunque poseen actividad
inflamatoria, debido a su heterogeneidad funcional, también constituyen
una defensa antimicrobiana, y estan implicadas en el control de la funcién
de la barrera intestinal (Bischoff, 2009).

En respuesta a la hipertensién portal las células cebadas intestinales
podrian producir disfuncion de la barrera epitelial, con traslocacién
bacteriana y alteracion de la motilidad intestinal que favorece la
disbacteriosis (Snoek y cols., 2012). Con independencia de la estimulacion
neural de las células cebadas en la hipertensién portal, secundaria a la
hiperactividad sistémica simpatica (Aller y cols., 2007b), también se ha
implicado en la activacion de su fenotipo proinflamatorio el estimulo que
ejerceria la hiperactividad del eje renina-angiotensina-aldosterona (Paizis y
cols., 2002). En este sentido, la degranulacién de las células cebadas con
liberacidn de proteasas (Caughey, 2011), activaria los receptores de
proteasas localizados en las células epiteliales intestinales, e incrementaria
la permeabilidad de la barrera intestinal (Moriez y cols., 2007). Por lo tanto,
ketotifén, al estabilizar las células cebadas intestinales, reduciria la
permeabilidad epitelial y la traslocacién bacteriana intestinal y, en
consecuencia, inhibiria la respuesta inflamatoria intestinal (Moriez, 2007).
Asimismo, se ha descrito que la liberacién de histamina y triptasa por las
células cebadas intestinales se asocia al correspondiente incremento de
estos mediadores inflamatorios en el parénquima pulmonar, lo que sugiere
que la activacion de las células cebadas intestinales podria estimular
migracion de células cebadas a los pulmones, asi como su posterior
estimulacién. A su vez, la administracion de ketotifén, inhibe la respuesta
inflamatoria pulmonar secundaria a la activacion de células cebadas
intestinales (Huang y cols., 2012). Ketotifén también ha demostrado su
eficacia en otros procesos inflamatorios intestinales, como son el sindrome
de intestino irritable (Klooker y cols., 2010) y el ileo postoperatorio (The y
cols., 2009). En esencia, ketotifén ejerceria un efecto indirecto sobre el
microbioma intestinal, con la consecuente repercusién metabdlica no solo
en el tracto gastrointestinal, y por extensién en el parénquima hepatico,

sino también en el resto del organismo, ya que los productos derivados del
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metabolismo bacteriano intestinal en la insuficiencia hepatica fibrotica
alcanzan por via linfatica la circulacidén sistémica (Sekirov y cols., 2010;
Hakansso and Molin, 2011)

Ya que la respuesta inflamatoria que induce la hipertensiéon portal en
el territorio esplacnico podria estar mediada por células cebadas, el
tratamiento con ketotifén reduciria o inhibiria dicha complicacién. Este
hipotético planteamiento patogénico de la hipertensién portal lo sugiere la
experimentacién previa utilizando ratas con ligadura parcial de la vena porta
o bien ratas con colestasis extrahepatica microquirdrgica (Aller y cols.,
2007a; Aller y cols., 2008a). En las ratas con hipertension portal
prehepatica, se produce un significativo incremento de células cebadas
tanto en el tracto intestinal como en los ganglios linfaticos mesentéricos
(Diez-Arias y cols., 2001; Prieto y cols., 2005; Aller y cols., 2007b). En las
ratas con hipertensidon portal prehepatica las células cebadas aumentan en
la submucosa del tracto intestinal (Diaz-Arias y cols., 2001; Prieto y cols.,
2005). Sin embargo, en la rata existen dos subtipos de células cebadas, las
denominadas mucosas (MMCs) y las conectivas (CTMCs), asi denominadas
por su preferente localizacidn en contacto con mucosas o con el tejido
conectivo, esto es, submucosa y peritoneo, respectivamente (Kinet, 2007;
Hallgren y Gurish, 2007). Ambos subtipos poseen distintas caracteristicas
funcionales y éstas, a su vez, pueden ser condicionadas por el medio
ambiente (Hallgrend y Gurish, 2007).

En las ratas con hipertension portal prehepatica el incremento de
células cebadas en la submucosa quizd pertenezca al subtipo conectivo
(CTMCs) y sus mediadores se ha propuesto que podrian estar implicados en
la produccién de las alteraciones inflamatorias esplacnicas propias de este
modelo experimental (Moquillaza y cols., 2010). El incremento de la
densidad intestinal de células cebadas en la colestasis extrahepatica
experimental podria participar en la regulacidn de la respuesta inmunoldgica
esplacnica a la hipertensidon portal, mediante la sintesis y liberacion de
multiples citoquinas (Garcia-Dominguez vy cols., 2010). Tras su activacion,
las células cebadas en el tracto gastrointestinal pueden liberar IL-1pB, IL-3,
IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-16, IL-18, IL-25, TNFa, factor estimulante
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de colonias de macroéfagos-granulocitos (GM-CSF), péptido quimiotactico de
macréfagos (MCP-1), RANTES (regulated on activation of normal T cells-
expressed and secreted protein) y eotaxina ( Galli, 1990; He, 2004; Aller y
cols., 2007b; Galli y cols., 2008; Bischoff, 2009). Esta profusién en la
capacidad de sintesis de mediadores pro- y anti-inflamatorios refuerza la

hipétesis de la heterogeneidad funcional de las células cebadas.

Sin embargo, durante la evolucidn de la colestasis experimental se
produce una alteracién heterogénea de la distribucidon de citoquinas pro- y
anti-inflamatorias esplacnicas. En esencia, aumenta la concentracion de
TNF-a, IL-1B e IL-10 en el tracto gastrointestinal y ganglios linfaticos
mesentéricos, en tanto se reduce a nivel hepatico y no se demuestran
concentraciones significativas esplacnicas (Garcia-Dominguez y cols.,
2009). Se ha sugerido que la respuesta inflamatoria esplacnica que se
desarrolla en la colestasis microquirirgica experimental, por estar mediada
por células cebadas y presentar incremento de las concentraciones
esplacnicas de IL-4 e IL-10, podria ser considerada una respuesta de tipo
Th2 (Garcia-Dominguez y cols., 2009). En este supuesto, la respuesta
inflamatoria esplacnica post-colestasis microquirdrgica experimental estaria
mediada predominantemente por citoquinas de tipo Th2 (Ogasawara y cols.,
2006). Los hallazgos del presente trabajo experimental, confirman
resultados previos y aportan datos que permiten caracterizar mejor dicha
respuesta inflamatoria, en particular en el intestino delgado. Asi, el
incremento ileal de IL-4, IL-10, IL-13, IL-17, MCP-1 y TGF-B1 sugieren la
existencia de una respuesta inflamatoria que podria estar protagonizada por
células cebadas, las cuales ejercerian mediante la liberacion de los citados
mediadores, el reclutamiento y supervivencia de numerosas células
inmunes, entre las que se incluirian granulocitos, monocitos/macréfagos y
linfocitos. Asimismo, las células cebadas podrian modular el fenotipo y la
funcion de dichas células inflamatorias reclutadas en el intestino
(Theoharides y cols., 1982; Sarchio y cols., 2012). En particular,
histamina, sintetizada, almacenada y liberada por las células cebadas,

podria ejercer una funcibn moduladora de la respuesta inmunoldgica
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intestinal ya que puede cambiar el balance Th1/Th2 mediante su accién en

receptores de histamina linfocitarios (Ogasawara y cols., 2006).

En este modelo experimental de colestasis, la ictericia es también un
factor importante en tanto que mediador de la respuesta inflamatoria. En
particular, la bilirrubina posee numerosas propiedades bioquimicas vy
bioldgicas (Vitek y Schawertner, 2007). Bilirrubina ejerce una accién
protectora contra el estrés oxidativo (Vitek y Schawertner, 2007), tiene
propiedades antiapoptoéticas y antimutagénicas (Bulmer y cols., 2007) y por
ultimo, es un potente inmunomodulador (Moseley, 1999). En un modelo de
endotoxemia en el ratdn se ha demostrado que una sola dosis de bilirrubina
ejerce efecto antioxidante asi como una intensa actividad anti-inflamatoria
(Moseley, 1999). Por lo tanto, en el modelo experimental de colestasis
extrahepatica microquirirgica no se debe excluir el importante efecto
antioxidante e inmunomodulador que realizaria la bilirrubina, maxime en

estadios evolutivos tardios de este modelo experimental de colestasis.

En el intestino de ratas colestasicas, MCP-1, IL-4 e IL-13 liberados
por células cebadas, pueden atraer otras células inflamatorias como
neutrdéfilos, eosindfilos, linfocitos y monocitos. A su vez, la liberacion de IL-
13 puede ser potenciada por la presencia de IL-4, que es capaz de regular
el fenotipo de las células cebadas induciendo la producciéon de citoquinas
tipo Th2, entre las cuales se incluye IL-13 e IL-10 (Bischoff, 2009). MCP-
1/CCL-2 es una de las quimioquinas mejor estudiadas de las que se
expresan por células inflamatorias y del estroma. En la enteropatia
hipertensiva portal, las células endoteliales podrian producir MCP-1
contribuyendo asi a la atraccion de monocitos, neutréfilos y linfocitos y
facilitando la diapédesis de éstas células al espacio intersticial intestinal. A
su vez, estas células infiltradas en el intersticio producirian mediadores
inflamatorios que activarian a las células residentes intestinales y, por lo
tanto, iniciarian y facilitarian la progresién de la respuesta inflamatoria en el
tracto intestinal (Kolattukudy y Niu, 2012). Por lo tanto, interferir en la
interaccion entre MCP-1 con CCR2 puede ser un mecanismo beneficioso en
la hipertensidén portal ya que suprimiria la respuesta inflamatoria intestinal

y, por esta razdn, sus efectos sistémicos. En otros tipos de inflamacion
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intestinal, como es la colitis ulcerosa, se ha demostrado también el
incremento en la expresion de MCP-1mRNA y de su proteina en macréfagos,
células musculares lisas y células endoteliales de la mucosa inflamada. Por
esta razén, se ha propuesto el tratamiento de la enfermedad inflamatoria

intestinal con un inhibidor de la sintesis de MCP-1 (Yadav y cols., 2010).

En la respuesta inflamatoria esplacnica, inducida por la hipertension
portal, la hipoxia puede desempefiar un protagonismo especial ya que
podria activar los macréfagos causando la liberacion de MCP-1 en la
circulacién. A su vez, MCP-1 puede inducir la degranulacién perivascular de
células cebadas. Entre los mediadores liberados por células cebadas las
peptidasas causan activacién del sistema renina-angiotensina, cuyo
producto final es el octapéptido vasoactivo, angiotensina II (Caughey,
2011). Las proteasas son el tipo de proteinas que con mayor abundancia
producen las células cebadas. Al liberarse por degranulacion, las proteasas
de células cebadas, activarian la respuesta inflamatoria, estimularian la
produccion de angiotensina II y, por ultimo, la liberacion de aldosterona con
ahorro de agua y sodio. Ademas la activacién del sistema renina-
angiotensina, favorece las interacciones adhesivas entre el endotelio
vascular y los leucocitos e incrementa la permeabilidad vascular (Chao y
cols., 2011). Sin embargo, las proteasas también estan implicadas en
mecanismos anti-inflamatorios, asi como en la resolucién de la respuesta
inflamatoria. Por lo tanto, la variedad de funciones de las proteasas de
células cebadas, exige cautela, en la valoracién de su accidn patogénica en
la respuesta inflamatoria esplacnica secundaria a hipertension portal
(Caughey, 2011).

La disminucién de la concentracion intestinal de IL-13 en las ratas
con colestasis microquirldrgica tratadas con ketotifén se ha considerado un
resultado sugerente de la actividad antiinflamatoria de este farmaco. La IL-
13 es una citoquina inmunoreguladora secretada por células Th2 activadas y
posee funciones similares a IL-4. En este sentido IL-13 puede contribuir a
perpetuar la respuesta tipo 2, por varios mecanismos, como por ejemplo
induciendo la expresion de quimioquinas que atraen a linfocitos Th2, o

produciendo la liberacién de adenosina e histamina que, a su vez,
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estimularian a células cebadas en la produccién de mas IL-13. Otros efectos
de IL-13 atafien a las células del epitelio intestinal ya que se ha descrito su

implicacion en la hiperplasia de células caliciformes (Fushiotti, 2011).

En la enteropatia por hipertensién portal, la hipoxia de la mucosa
intestinal induce la expresiéon de factor inducible de hipoxia (HIF)-1 que
constituye un factor de alarma para inducir la inflamacion, aunque también
promueve su resolucion (Colgan y Taylor, 2010). La hipoxia inhibe HIF-
hidrolasas, inhibiendo a su vez la degradacién de HIF-1 y, por tanto,
favorece su estabilizacién (Aragonés y cols., 2008). En la enteropatia
hipertensiva portal, se ha sugerido que la redistribucion del flujo sanguineo
produciria, mediante un proceso de isquemia-revascularizacidon, aumento de
la permeabilidad endotelial y oxidacidon que causaria edema intersticial (Aller
y cols., 2007a). Numerosos mediadores de células cebadas incluyendo IL-4,
IL-13, histamina y proteasas neutras podrian participar en la produccién de
edema parietal intestinal (Galli y cols., 2008). A su vez, ketotifén, al
reducir el componente inflamatorio intestinal de tipo 2, mediante Ia
inhibicion de la degranulacién de células cebadas, favoreceria el flujo
sanguineo mucoso intestinal, disminuiria el grado de edema e inhibiria la
traslocacidén bacteriana, contribuyendo asi a la disminucion de la intensidad

de la respuesta inflamatoria tanto esplacnica como sistémica.

Las células cebadas también podrian realizar una funcién mediadora
en la remodelacién intestinal secundaria a la insuficiencia hepatica crénica
colestasica experimental. En esta respuesta remodeladora participaria el
parénquima, representado por el epitelio intestinal, y el estroma,
constituido por el tejido conectivo y las estructuras vasculo-nerviosas.
Respecto del epitelio, se ha demostrado que la hipertension portal induce la
hiperplasia de las células caliciformes productoras de moco (Corcuera y
cols., 2005; Sanchez-Patadn y cols., 2006). La hipersecrecién de mucosa
intestinal secundaria a la hipertension portal podria tener también
caracteristicas defensivas para el organismo, en tanto que, componente de
la barrera mucosa intestinal. Ademas las células caliciformes secretan en la
luz intestinal péptidos que protegen el epitelio intestinal de la agresién y

promueven su reparacion (Blikslager y cols., 2007).
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Estudios previos en un modelo de hipertensién portal prehepatica en
la rata, han demostrado que ketotifén reduce la presién portal, la
concentracidon de quimasa (rat mast cell protease tipo II, RMCP-II) en los
ganglios linfaticos mesentéricos y el numero de células cebadas
degranuladas en el ciego. En este experimento ketotifén, fue administrado
por via subcutanea incluido en microesferas de polimeros, el dia previo a la
produccion de hipertensién portal y los animales fueron sacrificados a las 48
h de evolucidon postoperatoria (Sanchez-Patdn y cols., 2008). Estos
resultados sugieren que la profilaxis antiinflamatoria con ketotifén es eficaz
respecto de algunas de las alteraciones precoces que produce la

hipertension portal.

Se ha considerado por algunos autores que el incremento inicial de la
presion portal tras realizar la estenosis de la vena porta, podria tener unos
efectos permanentes en el desarrollo de la hipertensidén portal (Geraghty y
cols., 1989). Esta hipotesis ha sido avalada por experimentos que
demuestran que la administracion de propranolol, clonidina y octreétido
antes de realizar la ligadura parcial portal es capaz de prevenir algunas de
las alteraciones de la hipertensién portal (Lee y cols., 1993; Lin y cols.,
1996). Ulteriormente, al demostrarse la implicacion de mecanismos
inflamatorios en la produccién del sindrome hipertensivo portal
experimental (Aller y cols., 2005b) se ha pretendido demostrar la citada
hipétesis mediante la administracion, previa a la produccién de hipertension
portal, de farmacos antiinflamatorios. Asi, la administracién profilactica del
corticosteroide budesonida, reduce el edema peripancreatico
retroperitoenal, el exudado peritoneal, la hipoproteinemia vy Ila
hipoalbuminemia precoz en ratas con ligadura estenosante portal (Vega de
Ceniga y cols., 2003). Estos experimentos se realizaron en periodos
evolutivos precoces, esto es entre 24 y 48 h del postoperatorio, ya que en
esta fase aun no se ha desarrollado la circulacién colateral porto-sistémica
y, por tanto, la intensidad de la hipertensién portal es maxima. Sin
embargo, el presente trabajo también sugiere que los efectos iniciales de la
hipertensidn portal pueden ser aminorados actuando sobre aquellos

mecanismos inflamatorios que determinaron su cronicidad entre los que se
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encontrarian los protagonizados por las células cebadas. Asi, tras la
producciéon de hipertension portal la intima asociacidon entre estas células
inflamatorias y los epitelios y endotelios, las hacen elementos idoneos para
desencadenar las alteraciones tanto iniciales como las que se producen a
largo plazo, lo que explicaria su efecto terapéutico beneficioso tras su
administracion temporal una vez instaurada en toda su magnitud las

complicaciones que son propias de la hipertensién portal.

Los resultados obtenidos demuestran el efecto beneficioso de
ketotifén, con disminucién de la presidn portal, de la ascitis y de la
hepatomegalia, asociada a una posible disminucién de la fibrosis hepatica
asociada a este farmaco. Asimismo, esta accidon terapéutica del ketotifén,
permite ser atribuida a la inhibicion del mecanismo patogénico que poseen
las células cebadas, tanto en la produccion de hipertension portal y ascitis,

como de fibrosis colestasica.

La actuacion de ketotifén en la colestasis experimental también
implicaria la modulacion del eje sistema nervioso-célula cebada y, por lo
tanto, de la inflamacidn neurogénica asociada a la hipertensién portal.
Ademads, en el intestino la estimulacion de los receptores nerviosos
sensitivos y de las células inflamatorias incluyendo las células cebadas, es el
origen de una informacién que se procesa en el sistema nervioso entérico.
El resultado es la interpretacién de las sefiales inflamatorias elaborando un
comportamiento secretor y peristaltico que altera la flora bacteriana
intestinal asi como la funcidén de la barrera intestinal (Sansonetti, 2008). Por
lo tanto, ketotifén, por su accién antiinflamatoria, similar a la que se ha
descrito en procesos alérgicos, podria reducir la degranulacién de células
cebadas intestinales, aminorando su componente inflamatorio neurogénico
y ejerciendo una actividad defensiva de la barrera mucosa intestinal por un

mecanismo neuroinmunoldgico central.

IL-10 descrita originalmente como un factor inhibidor de secrecién, es
producida por células T CD4" y entre sus funciones principales destacan su
capacidad para suprimir la secrecién de citoquinas pro-inflamatorias, como

por ejemplo IL-2, TNF-a e interferon-y (Pestka y cols., 2004). En la
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actualidad, IL-10 se considera una citoquina con gran poder anti-
inflamatorio. Esta capacidad para limitar la intensidad de la respuesta
inmunoldgica se pretende utilizar con fines terapéuticos. Asi, en procesos
inflamatorios intestinales se considera que el aumento de la produccion de
IL-10 atenuaria la respuesta inflamatoria y protegeria a la mucosa (Emami
y cols., 2012). Sin embargo, en la hipertensién portal colestasica IL-10
aumenta en el ileon en tanto que disminuye en el higado, en tanto que
ketotifén no influye respecto de sus concentraciones esplacnicas. Estos
resultados no excluyen la accién anti-inflamatoria de ketotifén aplicada a IL-
10 ya que dependiendo de la combinacidn existente entre esta interleuquina
y otros mediadores de la respuesta Th2 como son IL-4 e IL-13, se obtendria
dicho efecto. Por esta razén, quiza ketotifén reduce las concentraciones de
IL-4 e IL-13 en el parénquima hepatico. Asimismo, IL-22 una citoquina de
la familia IL-10, ejerce una accién protectora contra los mediadores
proinflamatorios en las respuestas inflamatorias intestinales, estimulando a
las células epiteliales para que produzcan proteinas antibacterianas que
protejan la barrera mucosa intestinal. Mediante estas funciones beneficiosas
IL-22 se ha demostrado que contribuye a la mejoria de diversos tipos de

colitis crénica experimental (Mizoguchi, 2012; Akdis, 2012).

Se podria considerar que en la hipertension portal secundaria a
colestasis extrahepatica microquirdrgica, las células cebadas intestinales
efectuarian un importante efecto patogénico en las distintas fases evolutivas
de la enteropatia hipertensiva portal. En sus fases iniciales podrian
participar en la produccién de estasis vascular con hipoxia por redistribucién
del flujo sanguineo en la pared intestinal y, en particular, en la mucosa y
submucosa, ocasionando fendmenos de isquemia-revascularizacion que, a
su vez, causarian estrés oxidativo y nitrosativo con edema intersticial,
aumento de la expresidn de quimioquinas y reclutamiento de leucocitos. A
su vez, la respuesta inflamatoria intestinal favoreceria el reclutamiento y
proliferacidon de células cebadas con la subsiguiente produccién de factores
de crecimiento (TGF-B; y VEGF) que a largo plazo remodelarian la pared
intestinal. A su vez en estadios avanzados persistiria la respuesta

inflamatoria, si bien protagonizada por la angiogénesis que seria la causante
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del gran desarrollo de la circulacién colateral porto-sistémica, asi como de la
vasculopatia venosa mesentérica y de la angiopatia intestinal. En este caso,
el tratamiento con ketotifén a partir de la sexta semana del postoperatorio,
al reducir la respuesta inflamatoria crénica modularia este tipo de
respuesta inflamatoria y en consecuencia aminoraria la remodelacion
intestinal y en particular, la angiogénesis caracteristica de esta enteropatia
y del resto de las complicaciones secundarias a este proceso proliferativo
(Fernandez y cols., 2005), favoreciendo asi el mantenimiento de Ila
integridad de la barrera mucosa intestinal, moderando la intensidad de la
circulacién hiperdinamica esplacnica y sistémica, reduciendo la circulacion
colateral y posiblemente la formacion de ascitis (Fernandez vy cols., 2009).
Los resultados del presente trabajo no excluyen el efecto beneficioso de las
células cebadas en la patologia intestinal secundaria a la colestasis
extrahepatica experimental. Por lo tanto, la accion anti-inflamatoria de
ketotifén no excluye que actuando en subpoblaciones proinflamatorias de
células cebadas, induzca la expresidn de subpoblaciones inductoras de
tolerancia y, por tanto, la tendencia a la resolucidon de la inflamacién y la

homeostasis.

La disminucion del volumen ascitico en las ratas colestasicas tratadas
con ketotifén, sugiere la existencia de un mecanismo inflamatorio mediado
por células cebadas en la patogenia de la ascitis. La ascitis es una grave
complicacion de las hepatopatias (Dong, 2008; Gordon, 2012; Rahimi y
Rockey, 2012). En las ratas con colestasis extrahepatica se inicia a las 4
semanas del postoperatorio y se asocia a traslocacién bacteriana intestinal
con endotoxemia y respuesta inflamatoria sistémica (Assimakopoulos y
Vagianos 2009). Ya que ha sido propuesta la hipétesis de la implicacién de
células cebadas en la produccion de ascitis en la hipertensién portal
experimental secundaria a colestasis extrahepatica (Aller y cols., 2010e) en
el presente trabajo se estudiaron las concentraciones de CGRP (Calcitonin
gene-related peptide) e IL-13, en el liquido ascitico de las ratas con
colestasis extrahepatica microquirurgica y su variacion tras tratamiento con

ketotifén. Los resultados demuestran que la estabilizacion de células
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cebadas reduce las concentraciones de ambos mediadores en el liquido

ascitico.

IL-13 desempefia una importante acciéon en la respuesta inmune
mediada por células Th2 (Price y cols., 2010). Asi, el incremento de IL-13
se ha descrito en sangre periférica, esputo y liquido de lavado
broncoalveolar de pacientes asmaticos (Brightling y cols. 2009). Aunque
varios tipos de células pueden producir IL-13 en la respuesta inflamatoria
de tipo 2, son las células cebadas su origen principal (Price y cols. 2010;
Zhang y cols. 2010a). En las hepatopatias crénicas con fibrosis o cirrosis,
IL-6 estimula la produccién de IL-13 por células cebadas (Zhang y cols.
2010b; Wiest y cols. 2010). Por lo tanto, en las ratas con fibrosis hepatica
post-colestasis IL-6 podria estimular la liberacidn de IL-13 por células
cebadas localizadas en la inmediacion de vasos sanguineos sub-
mesoteliales. A su vez, la administracién de ketotifén al estabilizar las
células cebadas inhibiria su produccién, asi como su participacién en la
respuesta inflamatoria de tipo 2, causante de ascitis (Casella vy cols.,
2011).

CGRP también presenta elevadas concentraciones plasmaticas en
pacientes con hepatopatias crénicas (Gupta y cols. 1992). Su incremento en
el liquido ascitico de las ratas con colestasis y su disminucion tras el
tratamiento con ketotifén, sugiere que su produccion podria estar
protagonizada por células cebadas. Las células cebadas peritoneales pueden
inducir la liberacidn de CGRP por los nervios sensitivos (Kaur y cols., 2009)
favoreciendo el aumento de flujo sanguineo peritoneal, el aumento de la
permeabilidad vascular y, por ultimo, el desarrollo de ascitis en las ratas

colestasicas

La eficacia del tratamiento con ketotifén en la disminucidon de IL-13 vy
CGRP en el liquido ascitico de ratas con colestasis extrahepatica
microquirdrgica, sugiere que en la produccién de la ascitis participarian las
células mediantes, quiza causando una respuesta inflamatoria mediada por

células Th2. Por lo tanto, estos resultados sugieren que el tratamiento con
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estabilizadores de células cebadas podria constituir un tratamiento eficaz de

la ascitis secundaria a insuficiencia hepatica crénica e hipertension portal.

En conclusién, los resultados obtenidos en el presente trabajo
experimental permiten concluir que el farmaco ketotifén ejerce un efecto
beneficioso mediante su administracion temporal en la hipertensiéon portal
colestasica en periodos evolutivos avanzados. Ulteriores estudios seran
necesarios para complementar los obtenidos y caracterizar con mayor
precision la participacion de las células cebadas en la produccién de
patologia esplacnica secundaria a colestasis extrahepatica, aunque su
remision parcial tras el tratamiento temporal con ketotifén sugiere que
desempefian un papel protagonista, en cuyo caso el tratamiento con
inhibidores de la degranulacién y sintesis de mediadores pro-inflamatorios
por las células cebadas puede ser en el futuro una solucion terapéutica

aplicable al ser humano.
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Conclusiones

1. La colestasis extrahepatica microquirirgica experimental en la rata,
se agrava a partir de la sexta semana del postoperario y empeora
por tanto las alteraciones secundarias a la hipertension portal
asociada a la insuficiencia hepatica crénica, como son la ascitis, la
circulacién colateral con vasculopatia venosa mesentérica, la

hepatomegalia con fibrosis, la esplenomegalia y el hipogonadismo.

2. El tratamiento con ketotifén, un farmaco estabilizador de las células
cebadas, en las ratas con colestasis desde la sexta semana de
evolucion postoperatoria reduce el grado de insuficiencia hepatica, asi
como las complicaciones propias de este tipo de hipertension portal
colestasica, como son la ascitis, la esplenomegalia, la atrofia
testicular, la circulacidn colateral portosistémica y la vasculopatia

venosa mesentérica.

3. El incremento esplacnico de las concentraciones de proteina
quimiotactica de macrdéfagos, factor tumoral de necrosis vy factor de
crecimiento de endotelio vascular propio de las ratas con colestasis
extrahepatica se reduce mediante el tratamiento con ketotifén.
Asimismo, este tratamiento disminuye las concentraciones hepaticas
de interleuquina-4, interleuquina-13, interleuquina-17A y factor de

crecimiento transformador beta.

4. El ketotifén, reduce en el liquido ascitico la concentracién de
interleuquina 13 y de péptido relacionado con el gen de la
calcitonina, que son potenciales mediadores inflamatorios de las

células cebadas.
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5. Los efectos beneficiosos del tratamiento con ketotifén en la colestasis
extrahepatica experimental sugieren la implicacion de las células
cebadas en su patogenia y por lo tanto fundamentan ulteriores

estudios para su aplicacion a la clinica humana.
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