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Introduccioén

1. CONCEPTO DE COLESTASIS

La colestasis es un sindrome clinico que se produce por alteraciones en la
formacion de la bilis, una propiedad Unica y vital del higado. Las causas de
la colestasis son numerosas e incluyen desde enfermedades genéticas raras
y alteraciones del desarrollo normal de la anatomia excretora biliar, hasta
patologias progresivamente letales, como son la cirrosis biliar primaria y la
colangitis esclerosante (Trauner y cols. 1998). La colestasis puede también
ser secundaria a obstrucciones mecanicas de la via biliar extrahepatica, a
hepatitis virica o a la administracion de ciertos farmacos u hormonas. Pero,
independientemente de cual sea su causa, éste sindrome se manifiesta por
la retencidén hepatica de productos que se excretan normalmente en la bilis,
en particular sales biliares. A medida que éste proceso progresa en el
tiempo pueden aparecer ictericia e hipercolesterolemia y casi siempre cursa
con una elevacidon sérica de fosfatasa alcalina y finalmente con fibrosis,
cirrosis y signos clinicos de fallo hepatico (Boyer, 2007).

La colestasis obstructiva consiste en la obstruccién de la via biliar, ya
intra- o extrahepdtica y se caracteriza clinicamente por ictericia, coluria,
acolia y prurito (Schaffner y cols. 1979; Sherlock, 1984; Li y cols. 2004).
Los pacientes con colestasis sufren de una elevada morbi-mortalidad, que
es especialmene intensa cuando son sometidos a intervenciones quirurgicas
(Armstrong y cols. 1984). La colestasis obstructiva cursa con multiples
alteraciones sistémicas, entre las que se incluyen un déficit de la
cicatrizacién con aumento de la incidencia de infecciones de la herida
quirurgica, incremento de la posibilidad de insuficiencia renal aguda, asi
como de los niveles plasmaticos de endotoxina y de bacteriemia biliar
(Beyer y Ellis, 1976; Hunt y cols. 1982; Clements y cols. 1992; Clements y
cols. 1996; Pain y cols. 1997). Desde el punto de vista bioquimico, la
colestasis cursa con niveles séricos elevados de bilirrubina, acidos biliares
(ABIL), fosfatasa alcalina y y-Glutamil transferasa (Li y Crawford, 2004). Si
se produce una elevacion extrema de transaminasas séricas se debe
sospechar una severa lesién hepatocelular, pero lo mas frecuente es que

sus concentraciones aumenten de forma moderada (Li y Crawford, 2004).
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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 secrecidon hepatica de bilis y del flujo biliar canalicular) y
clinicos (retencién en la circulacién sanguinea de sustancias que
normalmente son excretadas en la bilis) (Sherlock, 1997; Li y cols. 2004).

La causa mas frecuente de colestasis extrahepatica en la clinica humana
es la obstruccion mecanica de la via biliar extrahepatica, que puede ser
secundaria a malformaciones de la via biliar y pancreaticas, litiasis biliar,
infecciones y tumores (Tabla 1) (Sherlock, 1997; Li y cols. 2004; Lefkowitch
2006).

En esencia, la colestasis es un deterioro del flujo biliar y puede ser aguda
o cronica. La consecuencia es la retencion de acidos biliares, bilirrubina y
otros solutos colefilicos en el higado y en la sangre y un déficit de acidos
biliares en el intestino. Se pueden desarrollar varias formas de colestasis,
bien por una alteracién de la secrecion biliar, por una obstruccién del flujo

biliar, o por una combinacién de ambas (Figura 1).

I. COLESTASIS INTRAHEPATICA

HepatOCItO 1. Lesidn Hepatocelular
* Crosis posk-necrdtica
* Hapatitis wirica
Canaliculo * Hepatitis alcohdlica
biliar 2. Lesign del sistema excretor hepatocitario

* 3, de Dubin-Jobnson
* 2, de Rotor
3. Lesidn de la membrana canalicular
* Esteroides sexuales
* Ermbarazao
* pcidos biliares
4. Lesidn de los colangiolos
* Farmacos [AZT, PZ, ajmalina...)
* Sepsis [LPS)

Conducto * MPT prolongada
biliar ¥ * Cirrosis biliar primaria
. 5. Lesidn de los conducto s biliares
interlobular - CD”C,UFIOS * Atresia biliar
i . heanCOS * Cirrosiz biliar primaria
lobulares * Enfermedad de Carali

*# Zolestasis benigna recurrente

I1. COLESTASIS EXTRAHEPATICA
# Colangitis esclerosante
* Coledooolitiasis
* Estenosiz benigna de la ampolla de Water
* Zalangiocarcinoma de la wia biliar extrabhepatica
[bifurcacidn de los conductos hepaticos, colédaoo,
arnpolla de Water o wesicula biliar)
= ﬁmpolla (* OTEEH pancreitico
rmalformaciones corgénitas, pancreatitis crdnica,
de Vater carcinoma de pancreas)

Coladoco

Codeno

Figura 1. Clasificacion etiopatogénica de la colestasis.
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El deterioro de la secrecion biliar puede ser genético, por ejemplo, en
diferentes tipos de colestasis intrahepatica familiar recurrente, en la
colestasis intrahepatica benigna recurrente o en la fibrosis quistica y puede
ser también adquirida por inflamacién, toxinas, farmacos o hormonas
(Rodriguez-Garay, 2003; Paumgartner y Bevers, 2004; Trauner y cols.
2005).

En las patologia inflamatorias, como la sepsis, las infecciones
bacterianas, la hepatitis virica, asi como en las hepatitis inducidas por
toxinas o farmacos, las citoquinas pro-inflamatorias pueden alterar la
secrecion biliar. Asi, TNF-a e IL-1B inhiben los transportadores NTCP y
BSEP, que son responsables del transporte de acidos biliares, asi como
OATP2 y MRPZ, que transportan la bilirrubina y otros mdultiples iones
organicos (Trauner y cols. 1999; Zollner y cols. 2001). Los farmacos
pueden causar colestasis al inhibir la funcién de las proteinas de transporte
hepatobiliar. Algunos farmacos inhiben BSEP directamente desde el interior
de los hepatocitos, lo cual se denomina cis-inhibicién, por ejemplo,
Ciclosporina A, glibenclamida, troglitazona y bosentan (Fattinger y cols.
2001; Byrne y cols. 2002).

La obstruccion del flujo biliar puede ser secundaria a trastornos
genéticos, como la fibrosis quistica o puede ser adquirida, como en la
cirrosis biliar primaria, la colangitis esclerosante o el sindrome de
desaparicién o “vanishing” de los conductos biliares. Sin embargo, es mucho
mas frecuente la colestasis obstructiva secundaria a litiasis o tumores
(Paumgartner, 2006). En los trastornos colestdsicos causados por una
lesion inicial de los colangiocitos (p.ej. en la agresidon inmunoldgica en el
caso de la cirrosis biliar primaria) los acidos biliares hidrofébicos presentes
en la bilis (en concentraciones milimolares) pueden agravar la lesién de los
conductos biliares y contribuir a su destrucciéon y pérdida, lo cual resulta en
una colestasis obstructiva progresiva. Esto puede ser denominado
citotoxicidad extracelular por acidos biliares, en contraposicién a la toxicidad
intracelular por AB, que ocurre cuando los AB se acumulan en el interior de
los hepatocitos (en concentraciones micromolares). Una causa de toxicidad
extracelular del epitelio biliar por AB también es el déficit de fosfolipidos en

la bilis (Paumgartner, 2006).
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El sindrome colestasico cursa con ictericia, prurito y malabsorcion
intestinal con esteatorrea e hipertension portal en patologias colestasicas
crénicas (Heathcote 2007). La hipertension portal puede incluso ser un
hallazgo precoz que se desarrolla antes de la cirrosis (Heathcote, 2007). La
ictericia, o coloracién amarilla de la piel, mucosas y fluidos corporales, se
debe fundamentalmente al exceso de bilirrubina. Clinicamente es detectable
cuando la concentracidn sérica de bilirrubina es superior a 2-3 mg/dl.
Inicialmente es mas evidente en el paladar y en la esclerdtica, donde se fija
al tejido elastico. En colestasis prolongadas la piel y la esclerética pueden
adquirir un tinte verdoso por conversion de la bilirrubina en biliverdina
(Simpson y cols. 1995; Sherlock y cols. 1997). El grado de severidad de la
ictericia es variable y depende del balance entre la produccion de pigmentos
biliares y su capacidad de excrecion renal (Sherlock y cols. 1997).

El prurito es un sintoma frecuente y ocasionalmente incapacitante en los
pacientes con patologia colestasica crénica (Wolfhagen y cols. 1997). El
prurito en colestasis representa un problema clinico dificil de manejar, ya
gue su tratamiento suele ser poco satisfactorio. El prurito es mas intenso en
la palma de la mano y en la planta del pie (Bergasa y cols. 1993; Bergasa
2007). EI mecanismo que desencadena el prurito suele atribuirse a la
retencion cutdnea de &cidos biliares hidrofébicos que estimulan las
terminaciones nerviosas de la piel (Bergasa y cols. 1993; Pasha y cols.
1996). La degranulacién de las células cebadas cutadneas, con la
consiguiente liberacién de histamina, podria contribuir al desarrollo de
prurito en los pacientes con colestasis (Clements y cols. 1994).

Se ha sugerido que el prurito podria tener un origen central y ser
producido por diversas sustancias que actuarian a través de un mecanismo
de neurotransmisién (Bergasa y cols. 1995; Bergasa y cols. 1996;
Wolfhagen y cols. 1997). Esta hipdtesis es avalada por la presencia de
opioides enddgenos circulantes en el organismo que son responsables de la
etiopatogenia del prurito (Bergasa y cols. 1996; Wolfhagen y cols. 1997).
Ademads, se ha demostrado que los niveles plasmaticos de endorfinas,
encefalinas y dinorfinas se elevan en la patologia colestasica crénica y que
el tratamiento con antagonistas opioides y con ondasentrén, un antagonista

especifico del receptor tipo 3 de la Serotonina, mejora la sintomatologia del
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prurito (Bergasa y cols. 1995; Schworer y cols. 1995; Wolfhagen y cols.
1997; Greaves y Califa, 2004). Estos hallazgos no indican que el prurito en
colestasis sea mediado exclusivamente por opioides enddgenos, pero si
sugieren que diversas sustancias similares a los agonistas opioides pueden
concentrarse en el plasma y en la piel de estos pacientes y desencadenar el
prurito (Bergasa y cols. 1993; Jones y cols. 1996; Bergasa 2007).

Después de una Reunidon sobre prurito, celebrada en Oxford en el ano
2000, Yosipovitch y cols. (2003) y Twycross y cols. (2003) establecieron
una clasificacion fisiopatoldgica del prurito en cuatro categorias:

1. Pruritoceptivo: generado en la piel, usualmente por un proceso
inflamatorio (p.ej. urticaria, escabiosis).

2. Neurogénico: generado en el sistema nervioso central en
respuesta a sustancias pruritogénicas circulantes, como ocurre en
colestasis o en respuesta a la administracion intraespinal de morfina.

3. Neuropatico: debido a lesiones anatdémicas de los sistemas
nervioso central o periférico, p.ej. por atrapamiento nervioso o
tumores, y

4. Psicégeno: incluyendo alucinaciones por parasitos.

Por lo tanto, el prurito que sufren los pacientes con colestasis es de tipo
neurogénico. La obstruccidon biliar comporta un incremento de la sintesis
intrahepatica de péptidos opoides (Bergasa y cols. 1995) que se diseminan
en la circulacion sanguinea y causan prurito al actuar sobre los receptores
opioides n en el SNC y en la piel (Greaves y cols. 2007). Este tipo de prurito
puede ser parcialmente tratado por antagonistas opiodes p, como la
naltrexona (Greaves y Califa, 2004; Bergasa y cols. 1992).

Recientes trabajos sugieren que la epidermis por si misma,
especialmente, los queratinocitos que forman la epidermis, constituyen el
receptor del prurito (Inoue y cols. 2002). Los queratinocitos expresan
multiples mediadores neuropeptidicos y receptores que parecen estar
implicados en el prurito, incluyendo opioides, factores de crecimiento
nervioso (Nerve Growth Factors, NGF), sustancia P y receptores, entre los
que se incluyen receptores vaniloides y receptor proteinasa activado tipo 2
(proteinase activated receptor type 2; PAR 2) y canales de ATP voltage-

gated, todos ellos caracteristicos de células neuronales. Asi, la epidermis y
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sus ramificaciones asociadas a finos filamentos de neuronas C
intraepidérmicas pueden ser consideradas como “el receptor del prurito”
(Greaves 2007). Se ha demostrado la existencia de neuronas C amielinicas
de baja conductancia que unicamente transmiten la sensacién de prurito y
los cambios de temperatura en respuesta a histamina, descartandose asi la
idea de que el prurito es solamente una versién moderada del dolor
(Schmelz 2001). Estas neuronas, que representan aproximadamente el 5%
del total, y las que se encargan de la transmisién contralateral de la
sensacion de prurito al tdlamo son una subclase especifica de las neuronas
de la lamina 1 del tracto espinotaldmico (Andrew y Craig, 2001),
demostrandose asi que existen neuronas dedicadas especificamente al
prurito no solo periféricamente, sino también en el SNC (Greaves 2007).

Por ultimo, la esteatorrea se produce por la ausencia de sales biliares en
la luz intestinal, que son esenciales para la absorcidon de las grasas
presentes en los alimentos. Suele ser proporcional a la intensidad de la
ictericia y se asocia con una deficitaria absorcién de calcio y de vitaminas
liposolubles (Bergasa y cols, 1993; Sherlock y cols. 1997; Bergasa 2007).
Asi, la malnutricidon es una consecuencia inevitable de las hepatopatias
crénicas colestasicas, en particular en los nifos, que sufren la pérdida de
depédsitos de grasa y atrofia muscular en un 60-80% de los casos
(Protheroe y Kelly, 1998). La disminucion de la ingesta energética
secundaria a anorexia, los vomitos y la malabsorcidon de grasas, asociado a
los trastornos del metabolismo de los carbohidratos y proteinas por la
insuficiencia hepatica, el aumento de los requerimientos energéticos y los
déficit de vitaminas y minerales, contribuyen al retraso de crecimiento en
los nifios (Protheroe y Kelly, 1998). El color de las heces es un buen
indicador de la obstruccion de la via biliar, que si es completa, cursa con
acolia (Sherlock y cols. 1997).

Los acidos biliares son necesarios para una eficiente absorcién intestinal
de los lipidos y ademas, ejercen una potente funcidén antimicrobiana directa
e indirecta, en el intestino delgado (Hofman, 2007). La circulacion
enterohepatica, que es interrumpida en las situaciones de colestasis
obstructiva, es el resultado de la absorcion de los acidos biliares en el ileon

y es regulada en dos localizaciones. En los hepatocitos, la biosintesis de
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acidos biliares se regula por un mecanismo de retroalimentacién o “feed-
back” negativo por el receptor nuclear FXR, asi como por citoquinas y por
un péptido (FGF-19) liberado por la accidén de los acidos biliares sobre los
enterocitos ileales. En el enterocito ileal, la reabsorcién de los AB es
regulada también por un mecanismo de feed-back negativo por FXR y otros
receptores nucleares (Hofman, 2007). La bomba exportadora de sales
biliares (BSEP) media la secrecion canalicular de acidos biliares en contra de

un gradiente (Hofman, 2007).

2. FISIOLOGIA DE LA SECRECION BILIAR

La secrecion biliar es el resultado de las funciones coordinadas de varios
sistemas de transporte hepatobiliar y la colestasis puede ser producida por
un deterioro de la secrecion biliar, por una obstruccidn del flujo biliar, o bien

por una combinacion de éstos dos factores (Paumgartner, 2006).

Mecanismos moleculares de formacién de la bilis.

La formacidn hepatica de la bilis es critica para la supervivencia. La
“fuente de la bilis” es el hepatocito, 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 (Figura 2) (Li y Crawford,
2004).

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
contiene sistemas de transporte activo que facilitan la secrecién de solutos
organicos hacia la luz canalicular. Los principales solutos organicos
secretados en la bilis son sales biliares conjugadas con taurina o con glicina
(ursodeoxicolato, colato, quenodeoxicolato, deoxicolato vy litocolato),
fosfatidilcolina, colesterol, glucurénidos de bilirrubina y glutation (Li vy
Crawford, 2004).
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Figura 2. Representacion esquematica de los mecanismos de secrecion biliar.
BS(sales biliares),PC (fosfatidilcolina), OA™ (aniones organicos),CA*(cationes
organicos),BSEP( bomba exportadora de sales biliares),NTCP (polipéptido co-
transportador de taurocolato sddico),OATPs (proteina transportadora de aniones
organicos),ABAT (transportador de acidos biliares apical dependiente de sodio).
(Modificado de Li y Crawford, 2004).

La bilis hepatocelular se forma por el transporte activo de solutos en el
canaliculo biliar. Asi, se establece un gradiente osmdtico local entre la bilis
canalicular y el plasma sinsuoidal. Esto comporta un flujo de agua,
electrolitos y pequenos solutos hacia el interior del canaliculo biliar,
principalmente por una via paracelular, a través de las uniones estrechas
que tienen una permeabilidad selectiva y son impermeables a solutos
grandes y con carga negativa (Nathanson y Boyer, 1991).

La carga osmoética mas importante para la formacion hepatocelular de
bilis es la secrecion de acidos biliares (AB) desde la sangre sinusoidal hacia
la bilis (Kullak-Ublick y cols. 1004). Los AB conjugados, que representan la
mayor fraccion de los AB presentes en la sangre, son transportados a través
de la membrana basolateral de los hepatocitos junto con sodio por el

cotransportador de taurocolato-soédico (NTCP, SLC10A1). Los acidos biliares
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no conjugados y multiples aniones organicos, incluyendo la bilirrubina, son
captados por los hepatocitos via el polipéptido transportador de aniones
organicos (organic anion-transporting polypeptide) 2 (OATP2, SLC21AG). La
funcidon secretora de la bilis hepatocelular muestra una distribucion zonal,
siendo maxima en los hepatocitos mas cercanos al flujo venoso portal (zona
1) y disminuyendo progresivamente a lo largo del sinusoide hasta los
hepatocitos adyacentes a las venas hepaticas terminales (zona 3)
(Jungermann y Kietzmann, 1996).

La fase limitante para la formacion de bilis es el transporte activo de AB y
otros solutos a través de la membrana canalicular de los hepatocitos. Esta
fase es regulada por diversas bombas exportadoras dependientes de ATP
proteinas (ATP-binding-cassette transport, también denominadas ABC-
transporters). Las sales biliares son transportadas por Ila bomba
exportadora de sales biliares (SEP, ABCB11), en tanto que el diglucurénido
de bilirrubina, el glutation, los conjugados de &cidos biliares divalentes y
una gran variedad de otros aniones organicos conjugados son transportados
por la proteina asociada a resistencia a multifarmacos (multidrug resistance
associated protein, MRP2, ABCC2)-2 (Kullak-Ublick y cols. 2000). Un ABC-
transportador especial, denominado Glicoproteina de resistencia a
multifdrmacos 3 (multidrug resistance P-glycoprotein 3 (MDR3, ABCB4),
impulsa los fosfolipidos desde la capa interna a la externa de la membrana
canalicular. Esta “flipasa” proporciona fosfatidilcolina a la bilis, que forma
micelas mixtas con AB y colesterol (Kullak-Ublick y cols. 2000).

La formacién y composicién final de la bilis depende de transportadores
adicionales localizados en la membrana canalicular de los hepatocitos, asi
como de transportadores en los colangiocitos que anaden bilis
colangiocelular a Ila bilis hepatocelular (Kullak-Ublick y cols. 2000;
Paumgartner, 2006).

La membrana basolateral de los hepatocitos posee diversos
transportadores que son expresados durante la colestasis y que transportan
solutos de forma retréograda hacia la sangre. Son MRP4 (ABCC4), que
transporta acidos biliares con glutation (Rius y cols. 2003), MRP3 (ABCC3),
que transporta bilirrubina conjugada y otros aniones organicos (Kullak-
Ublick y cols. 2000; Bohan ycols. 2003) y OSTa/OSTB, un transportador
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heteromérico de solutos organicos que transporta acidos biliares (Ballaton y
cols. 2005). Durante la colestasis, MRP3 (Trauner y cols. 2005) vy
OSTo/OSTB son también activados en la membrana basolateral de los
colangiocitos (Soroka y cols. 2005).

Los colangiocitos expresan el transportador de acidos biliares apical
dependiente de sodio (apical sodium-dependent bile acid transporter,
ABAT), el mismo transportador responsable de la captacion de AB desde la
luz intestinal. Las sales biliares entran en los colangiocitos desde la luz de la
via biliar, lo cual aumenta la secrecidén ductal estimulada por secretina. Este
efecto es mayor para las sales biliares mas hidrofébicas, como taurocolato y
taurolitocolato, y puede ayudar a proteger a la via biliar de la accidn
detergente de las sales biliares hidrofdbicas que se acumulan durante la
colestasis (Li y Crawford, 2004). La secrecidén de sales biliares a través de la
membrana plasmatica basolateral en el espacio del tracto portal constituye
un “shunt colehepatico”, en el que las sales biliares son recirculadas dentro
del higado, desde la via biliar hacia los hepatocitos para ser secretadas de
nuevo (Benedetti y cols. 1997).

Los determinantes de la secrecion biliar sufren una respuesta adaptativa
durante la colestasis que tiende a minimizar la lesion hepatica (Boyer,
2007). Esta adaptacion se produce: a) limitando la captacién hepatica de
acidos biliares y otros solutos organicos; b) reduciendo la sintesis de AB; c)
acelerando la detoxificacion de los AB y d) activando vias alternativas para
la excrecién de sales biliares y otros solutos por el higado (Zollner y cols.
2001; Lee y cols. 2001; Denson y cols. 2002; Bohan y cols. 2003; Trauner
y cols. 2005), el rifion (Lee y cols. 2001; Denson y cols. 2002; Trauner y
Boyer 2003) y el intestino (Zollner y cols. 2003; Dietrich y cols. 2004).

La consecuencia comun de todas las formas de colestasis es la retencién
de los AB en los hepatocitos. Los elevados niveles de AB pueden inducir
apoptosis o necrosis de los hepatocitos y, eventualmente, una patologia
hepatica colestasica crénica (Paumgartner y Bevers, 2002). En algunos
tipos de colestasis se produce una fuga de AB hacia el espacio peribiliar, lo
cual es causa de inflamacién portal y fibrosis secundarias a la induccién de

quimioquinas y citoquinas (Fickert y cols. 2004).
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La obstruccién de la via biliar, intra- o extrahepatica induce un patrén
caracteristico de cambios morfoldgicos precoces y crénicos en el higado que
pueden ser atribuidos a la evolucion de una respuesta inflamatoria (Li y
cols. 2004).

La inflamacidon del higado es un hallazgo fundamental de la patologia
colestasica hepatica, tanto en el ser humano (Schaffner y cols. 1979) como
en los animales de experimentacion (Saito y cols. 2000; Gujral y cols.
2003). Los cambios inflamatorios en la colestasis obstructiva incluyen
edema de los tractos portales (Li y cols. 2004), proliferacién de las células
epiteliales biliares (Schaffner y cols. 1979; Li y cols. 2004) y fibrosis del
tracto portal (Schaffner y cols. 1979; Li y cols. 2004; Bataller y cols. 2005).

La localizacion preferente de la respuesta inflamatoria en el tracto portal
refleja la importancia de este espacio en el desarrollo de la patologia
hepatica colestasica. En éste sentido, el papel protagonista del tracto portal
en la inflamacion hepatica es similar al del espacio intersticial en la
inflamacion de otros érganos o tejidos (Aller y cols. 2004; Aller y cols.
2006). Por ésta razén, ambos espacios, el tracto portal y el intersticio,
pueden ser considerados equivalentes.

Dependiendo del nivel anatémico de la obstruccién, la colestasis se
clasifica en intrahepdtica y extrahepatica (Figura 1). Las causas mas
frecuente de colestasis intrahepatica en la clinica humana son la colestasis
esclerosante primaria, la cirrosis biliar primaria y la cirrosis hepatica, en
tanto que la patologia litidsica y tumoral predominan en la colestasis

extrahepatica (Figura 1).

3. ANATOMIA DE LA VIA BILIAR.

La via biliar se origina en el canaliculo biliar, constituido por el polo
canalicular de hepatocitos adyacentes (Li y cols. 2004) (Figura 3). El
canaliculo biliar es un canal de 1 a 2 um de didmetro formado por unas
muescas existentes en la membrana apical de hepatocitos adyacentes, que
se individualiza del espacio vascular por uniones estrechas. Los

microfilamentos hepatocelulares de actina y miosina rodean el canaliculo y
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su contraccion contribuye a impulsar el flujo biliar a lo largo del canal
canalicular (Li y Crawford 2004). El canaliculo biliar forma una red de
canales situados entre los hepatocitos que drenan en los canales de Hering
o conductos biliares intrahepaticos, delimitados por hepatocitos vy
colangiocitos, aunque también estdan presentes células “stem” o
progenitoras hepaticas (Nakanuma y cols. 1997; Theise y cols. 1999; Li y
cols. 2004; Alvaro y cols. 2007). Las células epiteliales cuboideas que
delimitan la via biliar desde el canal de Hering se denominan colangiocitos.
Estas células se apoyan sobre una membrana basal y tienen una membrana
apical libre que se localiza hacia la luz canalicular. Las uniones estrechas y
el citoesqueleto subyacente constituyen una barrera entre la luz biliar y el
espacio basolateral. La relacién nucleo/citoplasma de los colangiocitos mas
pequefos es alta y disminuye a medida que los conductos biliares
aumentan progresivamente de tamafo. El area celular de los colangiocitos
aumenta de 8 um? a 80-100 um? a lo largo de la via biliar intrahepatica.
Ademads, los conductos biliares interlobulares mas pequefios estan
delimitados por 4 6 5 células, en tanto que los de mayor tamafio son
delineados por varios cientos de células (Li y Crawford, 2004).

La funcién secretora de los colangiocitos consiste en la generacién de un
fluido rico en bicarbonato, que constituye hasta un 40% del volumen biliar
(Strazzabasco y cols. 2000; Alpini y cols. 2000). Los colangiocitos mas
pequenos de los canales de Hering y de los conductillos biliares contribuyen
poco a la secrecién de fluido, en tanto que los colangiolos de mayor tamarno
tienen una gran capacidad secretora. Estos colangiolos aumentan la
secrecion de fluido en respuesta a varias hormonas gastrointestinales
(secretina, gastrina, somatostatina, bombesina y péptido intestinal
vasoactivo, VIP), a péptidos (endotelina-1) y a la estimulaciéon neuronal (Li
y Crawford, 2004). Los canales de Hering se continuan con los ductulos
biliares, que drenan a su vez en los conductos biliares interlobulares,
localizados en los espacios porta (EP) (Figura 3). Los ductulos hepaticos y

los conductos biliares estan formados Unicamente por colangiocitos
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Figura 3. Unidad funcional hepatica. 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 conductos biliares interlobulares drenan en conductos

finalmente, en el tracto biliar
extrahepatico, que se divide, en el ser humano, en el conducto hepatico

progresivamente de mayor calibre v,

comun, el colédoco, el conducto cistico y la vesicula biliar (Nakamuna y
cols. 1997; Li y cols. 2004; Alvaro y cols. 2007) (Figura 4).
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Figura 4. Via biliar extrahepatica en el ser humano.

Los canales de Hering son la porcion mas terminal de la via biliar
intrahepatica. Son extensiones acanaladas del epitelio biliar (colangiocitos)
que se apoyan en los hepatocitos para formar conductos eficientes para
drenar la bilis (Saxena y cols. 1999). A nivel ultraestructural, un canal de
Hering consta de 2 6 mas pequeiias células epiteliales biliares que forman
un canal hemicircular con uno o dos hepatocitos de tamafo mucho mayor,
unidos por uniones estrechas entre cada célula adyacente y se suelen
visualizar a lo largo del parénquima periportal. Su identificacién se facilita
mediante tincidn inmunohistoquimica con citoqueratina (CK)19 o CK17
(Theise y cols. 1999).

Una vez dentro del mesénquima del tracto portal, el conducto biliar se
convierte en completamente circunferencial y estd rodeado por una
membrana basal. Este es el conductillo biliar, también denominado
colangiolo. En esencia, el conductillo biliar es el canal completo mas
pequefio de la via biliar intrahepatica, sirviendo como un enlace lateral para
unir el parénquima a los conductos biliares que se dividen hacia el hilio

hepatico (Crawford, 2002). Un conductillo biliar tiene en un extremo un
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canal de Hering en la interfase parenquimatosa o ya dentro del parénquima
periportal, y en el otro extremo una unién, aproximadamente perpendicular
con un conducto biliar terminal (Saxena y cols. 1999). Los conductillos
biliares o colangiolos pueden estar formados tan solo por 3 6 4 células
epiteliales circunferenciales y suelen tener 10 6 20 um de diametro.

Con cada sucesiva confluencia de los conductos biliares intrahepaticos el
didmetro de la luz canalicular aumenta hasta los 3-4 mm de didametro de los
conductos biliares hepaticos izquierdo y derecho. La terminologia del arbol
biliar intrahepatico en el ser humano se basa en el diametro de los
conductos biliares: asi, los conductillos biliares tienen menos de 15 um de
diametro, los conductos biliares terminales interlobulares tienen un
diametro de 15 a 100 pm, los ductos biliares septales de 300 a 400 um, los
conductos segmentarios de 400 a 800 um y los conductos hepaticos mas de
800 um de diametro (Nakamuna y cols. 1997).

La via biliar intra y extrahepatica es vascularizada por una red de vasos
de pequefo calibre que constituyen el plexo vascular o capilar peribiliar, que
depende exclusivamente de la arteria hepatica (Li y cols. 2004; Alvaro y
cols. 2007).

El higado tiene una capsula conectiva, que presenta una inflexion a nivel
del hilio y acompafa a los conductos biliares y a los vasos en el interior del
organo hasta los espacios periportales. Estos ultimos constituyen el centro
de las unidades funcionales del higado. Desde el tracto portal, la sangre
drena en los sinusoides, que estan delimitados por ldminas o trabéculas de
hepatocitos, y drena por ultimo en la vena central eferente (Poli, 2000)

Entre el endotelio sinusoidal y el polo vascular de los hepatocitos se
encuentra el espacio de Disse, o espacio perisinusoidal (Poli, 2000) (Figura
4). Este espacio contiene la matriz extracelular y las células estrelladas
hepaticas, también donominadas células de 1Ito, lipocitos, células
perisinusoidales almacenadoras de grasa, y constituye el “esqueleto”
estructural del acino (Poli 2000; Bataller y cols. 2005; Friedman, 2008).

La composicion de la matriz extracelular en el interior del higado no es
homogénea. El tejido conectivo del espacio de Disse es diferente del tejido
conectivo del resto del higado, como la capsula externa, los septos, las

areas periductales y perivasculares y los tractos portales (Poli, 2000). Asi,
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en el acino hepatico normal existen dos tipos de matriz extracelular, la
matriz extracelular del tracto sinusoidal en el espacio de Disse, en el que se
localizan las células estrelladas, y la matriz extracelular presente en los
tractos portal y de la vena central, en los cuales estan presentes los
miofibroblastos (Poli, 2000; Iredale, 2007; Henderson y cols. 2007).

Por lo tanto, ambas localizaciones, el espacio de Disse y los espacios
portal y de la vena central, son considerados espacios intersticiales del
acino hepatico. El primero, tiene la capacidad para sintetizar matriz
extracelular, en tanto que los segundos poseen capacidad para sintetizar,
pero también para degradar matriz extracelular (Poli, 2000; Henderson y
cols. 2007). Es decir, que la matriz extracelular no es sélo un “esqueleto”
estructural con un papel mecanico para servir de soporte a las estructuras
tisulares, sino que ademas constituye una malla compleja y dindmica que
posee multiples funciones bioldgicas. Asi, la matriz extracelular ejerce una
marcada influencia sobre la estructura, la viabilidad y la funcion de las
células del parénquima. Ademas, se ha reconocido que los efectos de la
matriz extracelular se extienden a células inflamatorias e inmunes (Adair-
Kirk y cols. 2997). Ya que la microcirculacién biliar estd inmersa en la
matriz extracelular hepatica de los espacios intersticiales, de Disse y en los
espacios porta, no es osado proponer que en la colestasis obstructiva la

matriz extracelular del higado desempefna un papel etiopatogénico clave.

4. COLESTASIS EXTRAHEPATICA EXPERIMENTAL

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

Han sido descritas multiples técnicas quirargicas para desarrollar
colestasis extrahepatica, en particular en la rata, y todas ellas se

fundamentan en la obstruccidon del colédoco, bien por ligadura simple,
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procedimiento ya realizado por Malpighi en 1687 (Holmberg y cols. 1985),
por seccién del colédoco entre ligaduras (Schaffner y cols. 1971; Buscher y
cols. 1989), por reseccion de un segmento de colédoco (Kountouras y cols.
1984; Holmberg y cols. 1985), mediante compresién con una banda elastica
o “vessel-loop” (Posner y cols. 1990), o bien creando una obstruccidn biliar
parcial al ligar el colédoco sobre una varilla de acero inoxidable que se retira
posteriormente (Sekas, 1990), consiguiendo asi modelos experimentales de
ictericia obstructiva reversible (Aller y cols. 1993a).

Sin embargo, éstas técnicas se acompafian de una elevada incidencia de
recanalizacion de la via biliar extrahepatica durante el postoperatorio
(Holmberg y cols. 1985; Ni y cols. 1994), lo cual invalida el modelo
experimental. Dicha recanalizacion es secundaria a la fusion de las
colaterales biliares originadas por proliferacion de las células epiteliales
biliares en la porcidn distal del colédoco, con la porcion proximal ligada y
distendida (Holmberg y cols. 1985).

La recanalizacién de la via biliar tras la ligadura y seccién del colédoco se
puede impedir al asociar una sencilla maniobra quirdrgica descrita por
Holmberg y cols. 1985 y que consiste en la interposicion del duodeno y de
la porcidon distal del estdbmago entre los dos extremos ligados y seccionados
del colédoco (Holmberg y cols. 1985) (Figura 5).

Mediante esta maniobra se consigue obviar la recanalizacién p.o. de la
via biliar extrahepatica pero, como consecuencia de la progresiva dilatacion
del colédoco proximal a la ligadura, éstas técnicas macroquirurgicas
“clasicas” de ligadura y seccidon del colédoco cursan con la formacion de
pseudoquistes biliares en el hilio hepatico (Holmberg y cols. 1985; Aller y
cols. 1993b; Tovar 1997; Aller y cols. 2000).

El cultivo de la bilis almacenada en éstos pseudoquistes hiliares es
positivo y los gérmenes mas frecuentes fueron Escherichia coli y
Enterococcus (Aller y cols. 2000), lo cual evidencia que en éste modelo
experimental se produce traslocacién bacteriana intestinal. Ademas, un
porcentaje elevado de éstos animales cursan también con abscesos
hepaticos, intraperitoneales y pulmonares y su elevada mortalidad precoz
(35,7%) se atribuye a sepsis (Aller y cols. 1993; Aller y cols. 2004a).
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Figura 5. Técnica macroquirdrgica de colestasis extrahepatica, utilizando Ila
maniobra de Holmberg (Holmberg y cols. 1985). Consiste en la interposicion del
duodeno y de la porcion distal del estbmago entre los dos extremos ligados y
seccionados del colédoco.

Sin embargo, las caracteristicas anatdmicas del higado de los roedores
permiten obviar éstas complicaciones inherentes a las técnicas clasicas de
colestasis extrahepatica, basadas en la ligadura y seccion del colédoco,
mediante el desarrollo de una técnica microquirdrgica. Asi, el parénquima
hepatico de los roedores, tanto de la rata (Lorente y cols. 1993), como del
ratdn se compone de cuatro ldébulos: lateral derecho (LLD), medio (LM),

lateral izquierdo (LLI) y caudado (LC) que, a su vez poseen una
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vascularizacién porto-arterial y un drenaje biliar y venoso individualizado

(Castaing y cols. 1980; Lorente y cols. 1995) (Figura 6).

Figura 6. El higado de la rata se compone de cuatro l6bulos: 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

Esta caracteristica anatémica permite la reseccion de los conductos
biliares que drenan los cuatro ldbulos hepaticos en continuidad con el
colédoco hasta el inicio de su porcion intrapancreatica utilizando una
técnica microquirargica (Aller y cols. 1993).

Esta técnica microquirirgica de colestasis extrahepatica puede ser
también realizada en el ratén. El higado del ratén, al igual que el de la rata,
estd compuesto por cuatro lobulos que reciben los mismos nombres La
principal diferencia en la via biliar de ambos roedores es que el ratén posee
vesicula biliar. Por ello, si se efectua ligadura del colédoco se produce una
marcada dilatacién de la vesicula biliar que puede evolucionar a perforaciéon
y coleperitoneo (Abraldes y cols. 2006). La colestasis extrahepatica
microquirdrgica en el ratén también consiste en la reseccidon de los cuatro

conductos biliares lobulares hepaticos en continuidad con el colédoco, pero
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se debe anadir una colecistectomia. La diseccién, ligadura y seccion de los
conductos biliares de los |6bulos medio y lateral izquierdo se simplifica si se
realiza previamente la diseccion de la vesicula biliar y del conducto cistico.

La utilizacion profilactica de antibidticos de amplio espectro 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 con desarrollo de una intensa
fibrosis y proliferacién biliar, 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 hipertensién 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 encefalopatia hepatica (Garcia-Moreno y cols. 2002; Garcia-
Moreno y cols. 2005) y la ascitis (Huang y cols. 2003). Por lo tanto, la
colestasis extrahepatica experimental no es sélo un modelo idéneo para
estudiar la patologia hepatica secundaria a la obstrucciéon biliar, sino

también sus complicaciones extrahepaticas.

5. FISIOPATOLOGIA DE LA COLESTASIS

Las alteraciones hepaticas que se producen como consecuencia de la
colestasis extrahepatica han sido comparadas a las que protagonizan la
curaciéon de las heridas, esto es, la proliferacidon epitelial y, en particular, la
fibrogénesis (Bissell. 2004).

Inmediatamente después de la obstruccion completa de la via biliar en la
rata, se produce un intenso incremento (60%) de la presion biliar
intraductal (Slott y cols. 1990) y ésto es seguido por alteraciones
patolégicas de la matriz extracelular (Desmouliere y cols. 1997). Por el
contrario, la descompresién biliar, al suprimir el estrés mecanico, revierte

las lesiones hepaticas inducidas por la ligadura del colédoco (Ramm y cols.
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2000; Costa y cols. 2003). Estos experimentos demuestran la importancia
fundamental que tiene la energia mecanica en la etiopatogenia de la
patologia hepatica secundaria a la obstruccion de la via biliar.

La respuesta del higado de los roedores a la lesién obstructiva biliar
implica su reprogramacion transcripcional, favoreciendo la activacion 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). 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 afectacion de vias metabdlicas especificas es diferente dependiendo de la
duracion de la obstruccidn (Campbell y cols. 2004). En tanto que algunos
genes son activados, por ejemplo genes implicados en la disrupcion del
metabolismo lipidico y en la fibrosis en el periodo precoz de la colestasis,
otros genes, como son los implicados en mecanismos de proteccién celular
frente a la agresién por acumulacion 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-reperfusién y estrés oxidativo. El aumento de la
resistencia vascular en el sistema portal hepatico secundario a colestasis
extrahepatica produce hipertensién portal (Ohara y cols. 1993; Li y Yang,
2005) e isquemia hepatica, asociadas a una sintesis deficitaria de Nitrico
Sintetasa-inducible (iNOS) y de oxido nitrico (NO) (Bardn y cols. 2000).

La via biliar es vascularizada por el plexo peribiliar (Gaudio y cols. 1996;
Li y cols. 2007), localizado alrededor de los conductos biliares de menor
calibre, haciéndose progresivamente mas estrecho y mas simple (Gaudio y
cols. 1996). Estas caracteristicas del plexo peribiliar permiten asumir que el
aumento de presion intraductal con dilatacién de la via biliar en la colestasis
extrahepatica, podria inducir la compresidon del plexo peribiliar y, por lo
tanto, la isquemia de la via biliar. Sin embargo, se ha descrito que después
de la disminucion 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
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rata se produce una proliferacion significativa del plexo peribiliar, que es
drenado por pequefias 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).

Las ratas con ligadura del colédoco sufren una excesiva acumulacion de
acidos biliares hidrofébicos que se consideran la causa principal de
hepatotoxicidad (Poli, 2000). En éstos animales 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
retencion y el acumulo de sales biliares hidrofébicas (tauro- vy
glicogquenodesoxcoilato) puede inhibir la actividad antioxidante en el higado
de catalasa, glutation peroxidasa, glutation reducido y superéxido
dismutasa, asi como inducir necrosis hepatocitaria al activar la
permeabilidad de la membrana mitocondrial (Orellana y cols. 1997; Wang y
cols. 2007; Portincosa y cols. 2007; Assimakopoulos, 2007).

Existe una estrecha relacion entre la ictericia obstructiva experimental y
el estrés oxidativo (Orellana y cols. 1997; Assimakopoulos y cols. 2004;
Wang y cols. 2007). Sin embargo, la ligadura del colédoco altera
fundamentalmente la capacidad antioxidante del higado, especialmente a
nivel mitocondrial (Portincasa 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). De hecho, los
antioxidantes ejercen un efecto protector sobre la intensidad hepatocelular
y sobre las funciones hepaticas al inhibir la formacidn 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, secundariamente a
alteraciones hemodinamicas, asi como a la incorrecta utilizacién del oxigeno
por la hepatotoxicidad de las sales biliares, constituirian factores esenciales
que inducirian una inhibicion del metabolismo energético hepatico. Como
consecuencia, el higado reduce su capacidad funcional para poder satisfacer

las necesidades metabdlicas tisulares.
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La lesidn oxidativa hepatica podria disminuir el contenido intracelular de
proteinas que participan en la sintesis energética y en las funciones de
membrana, como son las proteinas reguladoras del transporte de H,O e
iones (Portincasa y cols. 2007), lo cual induciria edema intersticial y celular.
Ademas, el aumento de peroxidacién 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 degradacidn
de los componentes de la matriz extracelular y el edema (Kenett y Davies,
2007). La acumulacidon de fragmentos de Glicosaminoglicanos (GAGs) se ha
propuesto como un importante mecanismo de la formacién del edema
debido a las propiedades hidrofilicas de GAGs, en particular del 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 al azar ("random coil™), altamente extendidas y que ocupan un gran
volumen en relacién 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). En situaciones de inflamacién hialuronan
es mas polidisperso y tiende a formas “lower-molecular”, favoreciendo la
infiltracion edematosa de los tejidos (Jiang y cols. 2007), asi como el flujo
del liquido intersticial y el gradiente de presidon del sistema linfatico (Chen y
Fu, 2005).

Ademas la tensiéon mecanica producida por la ligadura del colédoco puede
producir por mecanotransduccion alteraciones en la remodelacion de los
proteoglicanos y de GAGs en el intersticio (Evanko y cols. 2007).
Virtualmente todos los érganos y tejidos estan organizados en jerarquias
estructurales y poseen una capacidad de respuesta mecanica inmediata
aumentando su rigidez en proporcion directa al estrés mecanico aplicado
(Ingber, 2006). La rigidez de la matriz y la tension mecanica que resulta de

la adhesion celular a sustratos rigidos es fundamental en determinar el
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fenotipo expresado por muchas células en cultivo (Bischofs y Schwarz,
2003).

En el modelo de fibrosis biliar por CCl, en la rata se ha descrito la
produccion precoz de rigidez hepatica. Este aumento de la consistencia y/o
rigidez hepatica parece ser el resultado de cross-linking de la matriz v,
posiblemente de otras variables desconocidas, ademas de la cantidad de
matriz (Georges y cols. 2007). Las alteraciones precoces en la rigidez
mecanica del higado podrian inducir precozmente la diferenciacién de los
miofibroblastos en las patologias hepaticas (Georges y cols. 2007; Muddu y
cols. 2007). La funcidon miofibroblasto aporta a las células estrelladas
hepaticas activadas la capacidad para comportarse como células musculares
lisas y, por consiguiente, las células estrelladas activadas responden a las
sustancias vasoactivas contrayéndose. Ademas, la constriccion subsiguiente
regula potencialmente el diametro de la vascularizacidon 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 activo 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.

En particular, los fragmentos de matriz extracelular y sus receptores
ejercen importantes efectos sobre las células inflamatorias y, por ello, se
considera que estan claramente implicados en la evolucién de la respuesta
inmune intersticial (Morwood y Nicholson, 2006; 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 y
gue son expresadas en los tejidos inflamados (Cuenca y cols. 2006) y, en
particular, en el higado colestasico (Roelo y cols. 1997; Bergheim y cols.
2006). La destruccion 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). Los fragmentos de la matriz extracelular
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estan 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, los fragmentos de proteinas de
la matriz extracelular y hialuronan tienen la capacidad de promover la
inflamacion por unién a los receptores Toll-like (TLR)-4 y TLR-2 (Szabo y
cols. 2007), mediante la activacion del complejo regulador transcripcional
NFaB/IkBa y mediante la produccion de citoquinas proinflamatorias, por
ejemplo, TNF-a e IL-1B, y quimioquinas que inducen la activacién y el
reclutamiento intersticial de leucocitos (Morwood y Nicholson, 2006). Los
linfocitos T, una vez activados, se polarizan hacia la producciéon de distintos
perfiles de citoquinas. El tipo 1 (Th;) sintetiza Interferon y (IFN-y) e IL-2 v,
los de tipo 2 (Thy) producen IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13. Las citoquinas
Th, estan implicadas fundamentalmente en la mediacién de la inflamacién
alérgica y los trastornos fibroproliferativos cronicos (Azouz y cols. 2004).

Los macrdéfagos residentes en el higado, o células de Kupffer, se localizan
fundamentalmente en el area periportal del lobulillo y, debido a su
localizacidon, podrian desempefar un papel fundamental en la lesion
secundaria a isquemia-reperfusién (Kolios y cols. 2006). Pero las células de
Kupffer estan también implicadas en la inflamacién hepatica que produce la
colestasis mediante la liberacion de sustancias biolégicamente activas que
inducen un proceso inmunopatogénico (Minter y cols. 2005).

Las células de Kupffer estan claramente afectadas en la obstruccion biliar
(Minter y cols. 2005) y muestran una activacién de la fagocitosis y una
marcada respuesta proinflamatoria frente a endotoxina y a la proteina de
union a lipopolisacarido (lypopolysacharide-binding protein, LBP), ambas
aumentadas en colestasis extrahepatica (O’Neil y cols. 1997; Minter y cols.
2005; Kolios y cols. 2006). La hipersensibilidad a endotoxina en colestasis
es la causa de la sintesis aumentada de citoquinas proinflamatorias y del
aumento de la peroxidacion lipidica (Harry y cols. 1999), con agravamiento
de la apoptosis que, finalmente progresa a necrosis (Moazzam y cols.
2002). Sin embargo, la depleccion de células de Kupffer agrava la
inflamacion y la necrosis hepatocelular en ratones con colestasis (Gehring y
cols. 2006). La respuesta proinflamatoria inducida por LPS es inhibida por

lipoproteinas de alta densidad (HDL), que inhibe las vias proinflamatorias
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hepaticas, restaura la actividad de eNOS y 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). En la colestasis extrahepatica monocitos/macréfagos infiltran el
higado, que hiperexpresa a su vez proteina quimioatractora de monocitos
(monocyte chemoatractant protein, MCP-1), una quimioquina CC y, por
tanto, éstos monocitos favorecen la respuesta inflamatoria (Imamura y cols.
2005). Ademads, la colestasis extrahepatica estimula la sintesis de
quimioquinas CXC que son, en parte, responsables de la infiltracién de los
tractos portales por neutrofilos (Saito y cols. 2000; Gujral y cols. 2003).

La infiltracidon del higado colestasico por células inflamatorias (monocitos,
neutroéfilos), también seria secundaria a traslocacién bacteriana intestinal.
Endotoxinas y bacterias de procedencia intestinal alcanzarian el higado en
elevadas concentraciones como resultado del aumento de la permeabilidad
de la barrera mucosa intestinal (Balzan y cols. 2007).

Los neutrofilos son componentes esenciales de la respuesta inflamatoria
precoz a la agresién que sufre el higado por colestasis (Shivakumar y cols.
2004). En la colestasis extrahepatica experimental, la infiltracion intersticial
por neutrofilos ocurre en fases iniciales, 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 inflamacién produciendo
guimioatractantes de neutrofilos (Saito y Maher, 2000). 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 (Fernandez-Martinez y
cols. 2008). Sin embargo, las citoquinas proinflamatorias inducen una
respuesta hepatocitaria heterogénea al estimulo colestdsico con una
inhibicion 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-
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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). 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).

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 traslocacion bacteriana, es decir, la diseminacién extraintestinal de
bacterias de origen intestinal, es una complicacion de la hipertensidon portal
y, por consiguiente, se produce en ratas con ligadura de colédoco (Garcia-
Tsao y Wiest, 2004; Sztrymf y cols. 2005). 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). El aumento de la produccién de TNF-a puede
constituir un importante mecanismo en el proceso de traslocacion
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
(Francés y cols. 2007).

Se ha propuesto que la respuesta inmune, con expresién de mediadores
pro- y antiinflamatorios y reclutamiento de células inmunes puede ser
diferente durante la evoluciéon de la ictericia obstructiva (Morita y cols.
2007). Asi, después de una respuesta inmune proinflamatoria inicial, se
establece una actividad anti-inflamatoria moduladora (Morwood y Nicholson,
2006), en la cual participan células T y células cebadas (Rioux y cols. 1996;
Schraum y cols. 2004; Takeshita y Shibayama, 2005; Franceschini y cols.
2006).
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La diferenciacion de las células dendriticas en un medio ambiente
hepatico colestasico puede inducir una polarizaciéon Th, y la secrecién de IL-
4 e IL-10 mas que de IFN-y (Cabillic y cols. 2006). En situaciones de
obstruccion biliar extrahepatica se produciria la activacion de p-38, c-Jun N-
terminal quinasa (JNK) y quinasa extracelular regulada (extracellular signal-
regulated kinase, ERK), consideradas “quinasas de estrés” (Samuel, 2008).
En particular, la MAPquinasa p-38 (Mitogen activated protein) se considera
que regula la sintesis de IL-10 por medio de la activacidn del factor de
transcripcién Sp1, no a través de la via NFkB (Waseen y cols. 2008). Ya
que la expresidon de IL-10 esta significativamente aumentada a los 14 dias
de ligadura del colédoco en el raton (Morita y cols. 2007), los mediadores
anti-inflamatorios pueden modular la produccién de citoquinas pro-
inflamatorias en las fases tardias de colestasis, lo cual induce un aumento
de la susceptibilidad a traslocacién bacteriana e infeccion (Morita y cols.
2007). En éste sentido, moléculas de la matriz extracelular, como
hialuronan, pueden servir como matrices o redes para prevenir la pérdida
de componentes de la matriz extracelular durante la inflamacién y para
secuestrar mediadores proinflamatorios. Este es el motivo de que se haya
sugerido un papel protector o anti-inflamatorio para las redes de hialuronan
(Day y de la Motee, 2005; Cantor y Nadkarni, 2006).

La ictericia constituye también un importante mediador de la respuesta
inflamatoria hepatica en éste modelo experimental de colestasis. La
bilirrubina se produce por la reduccién del derivado del heme- biliverdina
por el enzima biliverdin-reductasa (Schmidt y McDonagh, 1975). A la
bilirrubina se le han atribuido un gran nimero de interesantes propiedades
biolégicas y bioquimicas (Vitek y Schmertner, 2007). Ademas de poseer un
efecto protector frente al estrés oxidativo (Vitek y Schwertner, 2007), la
bilirrubina tiene propiedades antiapoptéticas y antimutagénicas (Bulner y
cols. 2007) y tiene una potente accién como inmunomodulador (Selye,
1971; Moseley, 1999). En un modelo de endotoxemia en el ratén, la
administracion de una simple dosis de bilirrubina ha demostrado ejercer una
accion antioxidante y una potente actividad anti-inflamatoria (Moseley,
1999).
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La ictericia obstructiva ocurre ademas en el contexto de la sepsis
(Moseley, 1999). Las alteraciones que sufre el higado durante la sepsis
incluyen colestasis e hiperbilirrubinemia. En particular, la hiperbilirrubinemia
se desarrolla en la sepsis en las situaciones de bacteriemia y precede a los
hemocultivos positivos en un tercio de los casos (Marrero y cols. 2003).

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).

Aunque el objetivo final de la proliferacion endotelial es formar nuevos
vasos sanguineos para el transporte de oxigeno, sustratos y células
sanguineas (fase vascular), otras funciones pueden ser ejecutadas 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 funcidn asociada a efectos anti-
inflamatorios. Dichas propiedades, anti-oxidantes y anti-inmunes,
favorecerian la resolucién, asi como la progresién al fenotipo angiogénico
vascular (Aller y cols. 2007b). La angiogénesis requiere la migracion de
células endoteliales al interior del espacio intersticial, con la consiguiente
proliferacién y diferenciacién 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 la
proliferacion de los microvasos que los vascularizan. Después de una
semana de ligadura de colédoco, a pesar de la intensa proliferacion biliar, el
plexo arterial peribiliar mantiene su arquitectura normal. Por el contrario,
después de 2 a 4 semanas de ligadura de colédoco se desarrolla una
significativa proliferacién de la microvascularizacién que se extiende desde
el plexo peribiliar de los tractos biliares (Gaudio y cols. 1996).

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 situacion, el higado sufre un aumento de la apoptosis de

colangiocitos, se altera de la proliferacion de los colangiolos, disminucion de
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la secrecion de factor de crecimiento de endotelio vascular (vascular
endotelial growth factor, VEGF) por los colangiolos y desaparicion del plexo
peribiliar. Curiosamente, las funciones de los colangiocitos y, por lo tanto, la
integridad del plexo peribiliar son conservadas 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 proliferacion 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).

La matriz extracelular desempefia un papel critico en la mayoria de los
procesos que constituyen la formacion de nuevos vasos sanguineos. En el
proceso angiogénico, componentes de la matriz extracelular y sus
fragmentos proporcionan vias para regular la migracion, la proliferacién, la
diferenciacion y la supervivencia de las células vasculares (Rhodes y
Simons, 2007). La Integrinas son el tipo fundamental de receptor de la
matriz extracelular en las células endoteliales (Hynes, 2002).

En el higado colestasico se produce la infiltracidon por células inflamatorias
(monocitos, neutrdfilos, células cebadas), en parte como consecuencia de
traslocaciéon 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 como la posible
isquemia secundaria a la compresién del plexo arterial peribiliar (Nakamura
y cols. 1997; Gaudio y cols. 2006). Por lo tanto, la respuesta inflamatoria
inicial en los colangiocitos estimularia su proliferacion, activaria las células
hepaticas que poseen capacidad proinflamatoria (células de Kupffer y
macréfagos), estimularia la angiogénesis secundaria a la isquemia arterial,
favoreceria la infiltracidon portal por leucocitos y, finalmente promoveria la
fibrogénesis.

La hiperplasia de las células cebadas se asocia con la proliferacién 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 implicado en Ia
proliferacién biliar. La recanalizacion del colédoco previamente ligado

comporta un incremento brusco y transitorio del nimero de células
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cebadas, que se asocia con un rapido aumento del nimero de células
epiteliales biliares apoptéticas. Por lo tanto, se puede sospechar que las
células cebadas intersticiales hepaticas pueden estar implicadas en la
remodelacién hepatica mediante la induccién de apoptosis (Takeshita y
Shibayama, 2005).

Las células cebadas o mastocitos estdn 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 los higados normales y patoldgicos, tanto del ser humano
como de la rata (Farrel y cols. 1995; Rioux y cols. 1996). Mlltiples estudios
han comprobado que los mastocitos estdan implicados en diversas
hepatopatias (Farrel y cols. 1995; Armbrust y cols. 1997; Yamashiro y cols.
1998; Matsunaga y Terada, 2000), demostrandose asi que éstas células
inmunes tienen un papel mas amplio de lo que se pensaba originalmente
(Franceschini y cols. 2006).

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). Estudios experimentales han demostrado que 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, 2004a) y muchos mediadores liberados por las
células cebadas son considerados pro-inflamatorios (Galli y cols. 2005; Metz
y cols. 2007), se podria especular que la activacién de las células cebadas
influiria en la fibrosis hepatica en el contexto de una respuesta inflamatoria
cronica. En este sentido, la fibrosis asociada a la remodelacién tisular,
ambas mediadas por los mastocitos, podrian ser una de las principales

consecuencias de la inflamacion hepatica crdonica (Bachelet y cols. 2006;
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Metz y cols. 2007). Por ello, se ha sugerido que la fibrogénesis hepatica se
asemeja a un proceso de cicatrizacién (Ramadori y Saile, 2004a; Ramadori
y Saile, 2004b).

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 fibroblasto, lo cual
induce su activacion y la subsiguiente modulacién de algunos aspectos de la
fibrosis extracelular (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). Ademas, recientemente se ha comprobado que 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 comprensidn de su patogenia (Friedman, 2007), un
mejor conocimiento de ésta accién dual, pro- y anti-fibrogénica de las
células cebadas en la fibrosis biliar experimental seria de gran interés.

Las células cebadas en el higado fibrético pueden ademds estar
implicadas en la arterializacién hepdtica. Durante el establecimiento de la
fibrosis hepatica la estructura de los sinusoides es similar a la de los
capilares (Zimmermann vy cols. 1999). Este cambio se denomina

III

“capilarizacién sinusoidal” y las células cebadas pueden ser consideradas
como elementos clave en éste proceso de transformacién de las células
endoteliales sinusoidales en células endoteliales de tipo capilar
(Zimmermann y cols. 1999; Franceschini y cols. 2006). La capilarizacion
altera el intercambio fisioldgico entre el plasma y los hepatocitos y es la
causa principal del empeoramiento de la funciéon hepatica (Zimmermann vy
cols. 1999).

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 evolucién del higado colestasico. Asi, en fases evolutivas
precoces las células cebadas participarian en el proceso proinflamatorio que

induce la proliferacion biliar y la fibrogénesis (Rioux y cols. 1996). Sin
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embargo, la colestasis prolongada favoreceria el cambio del medio ambiente
de los mastocitos e induciria un cambio en su fenotipo, 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 crénica explicaria el persistente
incremento de su numero durante la produccién 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 localizacién periportal, inducirian la apoptosis del
epitelio biliar reduciendo la apoptosis hepatocitaria y, por lo tanto, éste
puede ser otro mecanismo por el cual las células cebadas inducen una
actividad antifibrogénica, asi como la preservaciéon 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) y hepatocitario
(apoptosis), los mastocitos intentarian limitar la fibrosis caracteristica de la
inflamacion hepatica crdénica. Estas acciones protectoras pueden ser
asumidas en algunas circunstancias por las células cebadas que
protagonizarian entonces el control de la inflamacién (Kinet, 2007).

Los acidos biliares en la colestasis pueden interaccionar con los
colangiocitos produciendo alteraciones en la secrecion, apoptosis,
diferenciacion y proliferacion (Xia y cols. 2006). El transporte de Aacidos
biliares en los colangiocitos es vectorial, esto es, desde apical a basolateral,
para drenar en el plexo arterial peribiliar (De Vos y cols. 1978; Lazaridis y
cols. 1997). En la colestasis, la proliferacién biliar se asocia al incremento
del shunt colehepatico de sales biliares por el aumento del numero de
conductos biliares. Los acidos biliares absorbidos por los colangiocitos se
reciclarian a través del plexo arterial peribiliar y de los sinusoides en los
hepatocitos, y de nuevo serian secretados en la bilis. Este reciclaje de los
acidos biliares denominado shunt hepatobiliar, podria ser un mecanismo de
adaptacién a la colestasis crénica secundaria a la ligadura del colédoco (Xia
y cols. 2006). Sin embargo, los acidos biliares pueden desencadenar
sefiales intracelulares en los colangiocitos, como son cambios en la

concentracién de calcio y activacion de proteinquinasa-C (PKC),
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fosfoinositido-3-quinasa (PI3K) y proteina activadora mitégena (MPA)
quinasa, que alterarian a su vez la secrecion y proliferacion de los
colangiocitos (Xia y cols. 2006).

La hiperexpresion de citoquinas proinflamatorias por los colangiocitos
colestasicos también podria regular tanto las alteraciones en la secrecidn
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 proliferacién biliar con
elongacion del arbol biliar, asi como su ramificacion (Nakanuma y cols.
1997; Masyuk y cols. 2001). A su vez, la proliferaciéon biliar induce la
proliferacién 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 relacion 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 proliferacién vascular (Gaudio y cols., 2006). Tras la
ligadura del colédoco en la rata la proliferacion 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 proliferacién de
colangiocitos es modificada por neuropéptidos , factores de crecimiento y
hormonas. En particular, el factor de crecimiento de endotelio vascular
(VEGF) protagoniza la hiperplasia ductural. VEGF-A y VEGF-C aumentan en
los conductos biliares de ratas con ligadura del colédoco, ya que son
factores que pueden ser secretados por los colangiocitos (Gaudio y cols.,
2006). Ya que también VEGF regula la angiogénesis, parece légico suponer
que los colangiocitos proliferantes regulan mediante la proliferacion de VEGF
la formacién de un plexo vascular que suministre sangre para cubrir las

demandas funcionales del epitelio biliar intrahepatico proliferante (Gaudio y
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cols., 2006). Incluso se ha considerado que el epitelio biliar intrahepatico
podria estar condicionado por el diferente aporte sanguineo (Kanno y cols.,
2000).

La inflamacién de origen biliar también puede ser causa de apoptosis de
los hepatocitos. La hiperproduccién de citoquinas (TNF-a) se ha asociado a
la apoptosis hepatocitaria (Ding y Yin, 2004). En los sindromes colestasicos
destaca la activacién del factor de transcripcion NF-«xB ya que las elevadas
concentraciones de acidos biliares en los hepatocitos durante la colestasis
activa NF-xB (Miyoshi ycols. 2001; Zollner y cols., 2005). En éste contexto,
la activacion de NF-xB promueve la expresion de ligandos asociados a
muerte celular por las células de Kupffer, como Fas y TNF que, a su vez 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 desempenar un importante mecanismo en la proliferacién biliar. En
lesiones hepaticas por D-Galactosamina, la regeneracion 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 a largo plazo la alteracion hepatica
predominante es la marcada proliferacion ductular con una infiltracién
inflamatoria portal moderada y apoptosis hepatocitaria (Sanchez-Patan y
cols. en prensa). Sin embargo, la colestasis extrahepatica permite también
la creacién de un modelo experimental de fibrosis biliar a largo plazo (Aube
y cols. 2007; Sanchez-Patan y cols. en prensa).

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
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cicatrizacidon por parte del organismo frente a otra agresién que es similar a
la respuesta de otros drganos a una agresion recurrente (Rockey, 2006).

La colestasis es también causante de estrés oxidativo secundario a la
formacion de peroxidos lipidicos (Huang y cols. 2003). En el higado la
peroxidacion lipidica se asocia con una alteracion del metabolismo oxidativo
mitocondrial, quizd por disminucién de la actividad del enzima citocromo-
oxidasa-C (Sokol y cols. 1993). En éste sentido, hemos comprobado que la
colestasis extrahepatica microquirdrgica disminuye la actividad de
citocromo-C-oxidasa (Lopez y cols. 1999). Citocromo-C-oxidasa es un
enzima localizado en la membrana mitocondrial interna que cataliza la
reaccion final de la cadena transportadora de electrones, en la cual el
oxigeno es reducido a agua mediante la adicidon de electrones procedentes
de dehidrogenasas primarias del ciclo del citrato. Este proceso genera un
gradiente electroquimico a través de la membrana mitocondrial que es
entonces capaz de inducir la sintesis de ATP (Wong-Riley, 1989). La
oxidacion por Citocromo-oxidasa representa mas del 90% del consumo de
oxigeno por los organismos vivos sobre la tierra y es esencial para 6rganos
vitales como el higado (Wong-Riley, 1989). Por lo tanto, los cambios en el
fenotipo de las células ductulares biliares, asociados a la disminucién de la
actividad de Citocromo-oxidasa en el higado colestasico, puede atribuirse a
los menores requerimientos energéticos del fenotipo neuroendocrino
expresado por estas células (Lopez y cols. 1999).

La depresion de la respiracion mitocondrial sufrida por los colangiocitos
en la colestasis obstructiva podria inducir la activacién e hiperexpresion del
factor inducible por hipoxia (hipoxia-inducible factor (HIF)-1a, secundaria a
la disminucion del metabolismo oxidativo con una reducida sintesis de ATP,
promoviéndose asi la obtencion de energia por otros mecanismos. Por
ejemplo, los colangiocitos podrian generar suficiente Nicotinamida
dinucleido fosfato reducido (reduced nicotinamide dinucleotide phosphate,
NADPH) para realizar sus funciones bioldgicas mediante el continuo aporte
de intermediarios del ciclo de Krebs (Bruneugraber y Roe, 2006). Por medio
de éstos mecanismos anaplerdticos los colangiocitos podrian obtener

suficiente energia no solo para las nuevas funciones neuroendocrinas
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adquiridas, sino también para su proliferacién (Bruneugraber y Roe 2006;
Deberardinis y cols. 2007).

El estrés oxidativo y enzimatico y la infiltracidn por células inflamatorias
en la colestasis obstructiva experimental podrian estar implicados en la
patogenia de la proliferacion de células epiteliales biliares y en la
reduplicacion 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 proliferaciéon 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 hipertension 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 proliferacion 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 secrecion, la
proliferacion 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 de células
neuroendocrinas y secretan diferentes sustancias, entre las que se incluyen

neurotransmisores (serotonina) (Marzioni y cols., 2005), neuropéptidos
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(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
a Insulina (Insuline-like growth factor, IGF), 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). Existe la evidencia de que la
activaciéon 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 principal caracteristica de la célula estrellada hepatica activada, asi
como de otras células productoras de matriz extracelular, como los
fibroblastos y los miofibroblastos, es el aumento de la expresién de actina
de musculo liso alfa (smooth muscle actin-a; SMA-a) y la hiperproduccién
de proteinas de la matriz extracelular (Issa y cols. 2001; Bissell, 2004). En
éste sentido, la determinacién del grado de fibrogénesis hepatica posee un
valor diagndstico y prondstico superior a la simple valoracién de la fibrosis
(Bissell, 2004).

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).
Multiples y variados estimulos contribuyen a la induccién vy 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 B; (transforming
growth factor B;; TGFB;) 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-Patdn y cols. en prensa). En particular, los
radicales libres de oxigeno son capaces de activar NF-kxB y asi, la produccién

de citoquinas proinflamatorias (Aller y cols. 2004). Se estableceria por tanto
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una relacion entre estrés oxidativo, inflamacion y fibrogénesis (Ramadori y
Smile, 2006b). Sin embargo, 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 activacién de las
células estrelladas hepaticas (Canbay y cols. 2002). Por lo tanto, en la
colestasis extrahepatica los acidos biliares estan implicados tanto en la
proliferacidn 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 colestasis
extrahepatica, la administracion de LPS favorece la fibrogénesis hepatica.
Esta accion fibrogénica de LPS estd mediada por CDi; y TLR-4 (Toll-like
receptor-4) y es estimulada por la proteina de union a lipopolisacarido (lipid
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 retencion de acidos biliares por si sola es suficiente para producir
lesion hepatocelular, proliferacidon biliar, respuesta inflamatoria moderada y
discreta fibrosis, cuando se asocia a estimulo por LPS, mediado por el
receptor CD;4 , se activan macréfagos y aumenta la sintesis de agentes
oxidantes y de citoquinas y, en consencuencia, la fibrosis (Isayama y cols.
2006).

Las células estrelladas hepaticas, al ser estimuladas por PDGF, por factor
de crecimiento epitelial (epithelial growth factor; EGF) y TGFB; expresan
metaloproteinasa de la matriz-2 (MMP-2), que induce su migracién. La
migracion de las células estrelladas hepaticas es dependiente de Integrinas
ya que la administracién de anticuerpos anti-integrinas o y a; inhiben dicha
migracién (Yang y cols. 2003). Otros mediadores que activan a las células
estrelladas hepaticas son neurotransmisores, como noradrenalina, que
aumentan la expresidn hepatica de TGF-p; (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 inflamacién y la
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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 inactivadas, células endoteliales
sinusoidales y hepatocitos para diferenciarse en miofibroblastos (Szabo y
cols. 2007; Gressner y cols. 2007; Sanchez-Patan y cols., en prensa). Las
células estrelladas hepaticas podrian también tener su origen en la médula
o0sea y adquirir el fenotipo miofibroblasto si esta presente el microambiente
hepatico estresor adecuado (Gressner y cols. 2007; Friedman, 2008).

El miofibroblasto hepatico es la principal célula responsable de la
promocion del depodsito 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 crénica, p.ej. portal, septal, intermedios
o de transicién y perisinusoidales (Cassiman y cols. 2002). Ha sido también
propuesta la coexistencia de transicion epitelio-mesenquimal del epitelio
biliar o de los hepatocitos (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 transicion epitelio-mesenquimal puede producirse también
durante la vida post-natal. En los higados fetales la transicién epitelio-
mesenquimal se ha demostrado que constituye un mecanismo implicado en
el desarrollo hepatico (Ghagraoui y cols. 2003). Asimismo, algunos
hepatocitos adultos podrian ser capaces de sufrir una transicion 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 que las confieren un fenotipo epitelial (Sicklick y cols.
2006). Se explicaria asi que conductillos biliares proliferantes en nifilos con
atresia biliar expresen el marcador mesenquimal a-SMA. Por lo tanto, la
transicion 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).
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Dada la plasticidad de las células estrelladas hepaticas y de las células
del parénquima hepatico (eje hepatocito-colangiocito), puede hipotetizarse
que durante la evolucidon 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 (hipdéxico), un fenotipo leucocitario (con respuesta
pro- y anti-inflamatoria) y, por ualtimo, un fenotipo angiogénico con
proliferacion biliar y fibrosis.

Durante éstas fases evolutivas se podria especular que los colangiocitos
adoptan un comportamiento similar a las células tumorales con una
complejidad metabdlica progresiva (neuroendocrina), que se asocia a su vez
a una complejidad estructural creciente. En éste supuesto, el tipo de tumor
gue 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”. Por lo tanto, 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, macréfagos 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 tréfico para el desarrollo del tumor colestasico
biliar. La persistencia de ésta respuesta inflamatoria durante una evolucién
mas prolongada induciria un grado mas intenso de desdiferenciacién
tumoral (Arias y cols. 2005; Arias y cols. 2006; Arias y cols. 2007),
produciendo una transformaciéon celular maligna como ocurre en el ser
humano cuando se produce un cancer de la via biliar o colangiocarcinoma
(Marzioni y cols. 2006).
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La colestasis extrahepdatica en la rata cursa con alteraciones esplacnicas y
sistémicas en cuya produccion podrian estar implicados mecanismos
patogénicos de naturaleza inflamatoria.

Con el objeto de caracterizar el tipo de respuesta inflamatoria esplacnica
secundaria a la colestasis obstructiva, se utilizé6 un modelo experimental de
colestasis extrahepatica microquirdrgica, para estudiar en una fase
evolutiva considerada croénica, la concentracion de citoquinas tipo Th; (TNFa
e IL-1) y Thy (IL-4 e IL-10) e higado, bazo, intestino delgado y ganglios
linfaticos mesentéricos.

Se ha considerado la participacion de células cebadas esplacnicas en la
etiopatogenia de la inflamacion esplacnica en este modelo experimental de
colestasis extrahepatica y por esta razén se han determinado las

concentraciones de RMCP-I11 en intestino delgado y CLMS.
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1. MATERIAL

1.A. ANIMALES

Se han utilizado 85 ratas macho de la cepa Sprague-Dawley
(Hsd:Sprague-Dawley®SD®)  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
experimentacion recomendados por la Federation of European
Laboratory Animal Science Associations (FELASA).

Los pesos corporales de los animales oscilaron entre 200 y 300
gramos. Para su estudio se dividieron en dos grupos:

Grupo I (n = 32): ratas pseudo-operadas.

Grupo II (n = 53): ratas operadas mediante la técnica de colestasis

extrahepatica microquirdrgica experimental.

Los animales de ambos grupos fueron sacrificados a las 6 semanas

para su estudio.

1. B. INSTALACIONES

1.B.1 Sala de estabulaciéon

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 estabulacidon se efectué en una sala acreditada para
tal fin en el Animalario de la Unidad de Investigacién del Hospital
Universitario de Getafe. (Registro del Ministerio de Agricultura n©
28079-38-AB).

1.B.2 Sala de operaciones
Los procedimientos experimentales empleados en el presente
estudio se realizaron en el laboratorio de microcirugia que posee la

Unidad de Investigacion del Hospital Universitario de Getafe (Madrid),
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cuyas instalaciones cumplen con los principios y normas legales
vigentes en Espafa: Real Decreto de utilizacion de animales
1201/2005, de 10 de octubre, sobre proteccibn de los animales
utilizados para experimentaciéon y otros fines cientificos. (BOE 252; 21-
10-2005).
Este laboratorio de microcirugia dispone de:
- Refrigerador para conservacién de los farmacos anestésicos.
- Mesa de trabajo.
- Sillas ergondmicas ajustables en altura.
- Microscopio operatorio Carl Zeiss OPMI 1-DFC n© serie 211069.
- Ldmpara de brazo adaptable con bombilla de 60 Watios Osram.
- Balanza de precisién para pesado de los animales Jadever LPW-
1260 n© certificado PM-245/04 (Jadever Scale Co.LTD, Taiwan).
- Contenedor desechable de residuos bioldgicos cortantes vy

punzantes.

1.B.3 Sala de evolucidén postoperatoria
La Unidad de Investigacion del Hospital Universitario de Getafe
posee instalaciones propias acondicionadas para el mantenimiento y el

control de la evolucion postoperatoria de las ratas.

1.B.4 Sala de sacrificio y procesado de muestras
Esta sala dispone de los siguientes elementos:
- Mesa de trabajo.
- Sillas ergondmicas ajustables en altura.
- Ldmpara haldgena de brazo con bombilla de 60 W.
- Contenedor hermético con bolsa para residuos biolégicos.
- Contenedores desechables de residuos bioldgicos punzantes.
- Centrifuga.
- Contenedor de nitrégeno liquido.
- Elementos de proteccion individual: guantes y gafas.
- Recipiente y pinzas para inmersion de muestras en nitrégeno

liguido.
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1.B.5 Area de conservacion de muestras

Se realizé en un espacio habilitado para ese fin en la Unidad de
Investigacién del Hospital Universitario de Getafe. La misma dispone
de un congelador SANYO MDF-U5186S n° de serie 50709226
(SANYO Electric Biomedical Co., Ltd Japan) que conserva las

muestras a —80°C.

1.B.6 Eliminacién de residuos bioldgicos

Los residuos biolégicos se almacenaron en espera de su eliminacion
en un area especial que dispone de un congelador tipo arcon modelo
ZCF320L/2 Zanussi (Electrolux Home Products Espafa, S.A. Madrid).

1.C. FARMACOS

1.C.1 Anestésicos
- Ketamina (Imalgene®) 1000. Laboratorios Merial S.A. ).
- Xilacina (Rompum® solucién al 2%. Bayer HealthCare).
1.C.2 Otros farmacos
- Ceftriaxona sédica (D.C.I), 500 mg. (Ceftriaxona Normon
500 mg FG Lab. Normon S.A. Madrid).
- Fitomenadiona, vit. K; ampollas 1ml con 10 mg.
(Konakion® Roche Farma S.A. Madrid).

- Heparina Rovi ®1% (Laboratorios Rovi).

1.D. MATERIAL

1.D.1 Instrumental quirdrgico
- Clamp de pafios BACKHAUS de 13.3 cm (2)
- Diseccion con dientes de 13cm (1)
- Diseccion de Adson con dientes de 12cm (1)
- HALSTED Mosquito curva sin dientes de 12.7 cm (2)
- HALSTED Mosquito recta sin dientes de 12.7 cm (2)
- Pinza de Heiss recta (1)

- Pinza de Heiss curva (1)
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Pinza de microcirugia recta de 10.5 cm. (1)
Pinza de microcirugia curva de 10,5 cm.(1)
Porta-agujas Mayo-Hegar de 12,7 cm. (1)
Tijeras de Metzenbaum curva de 14 cm (1)
Tijeras de Mayo recta de 14cm (1)

Tijera de microcirugia recta de 15 cm. (1)

.2. Material de sutura y ligadura

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

Seda negra trenzada ligadura 8/0 Silkam®.(B. Braun Espana).
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).

.3 Material quirdrgico complementario

Pafios quirurgicos.

Guantes de exploracidon de latex natural sin polvo. Talla 7 "
(King ™  Amebil S.A. Vizcaya. Espafia).

Guantes quirudrgicos de latex natural con polvo (estériles). Talla
7 (Medi-Grip® Plus. Ansell Ltd. UK).

Gasas de 10 x 10 cm . (Envase de 10 unidades Texpol®
Manresa. Espafa).

Torundas de algodén pequefias montadas (Algodones del
Bages,S.A. Barcelona. Espafa).

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

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

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

Agujas de tipo Luer 25G 0,51x15,8 mm (monoject magellan

Safety Needle . Tyco Healthcare Group LP.USA).
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Hojas de bisturi de acero estériles del n® 11 (Albion Surgical
Limited . Sheffield. England).

Solucién Salina isoténica: CINa, 0.9 g/100ml. Envase 10 ml.
(B.Braun).

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

extraccidon de muestras

Guantes de proteccion frente a mordedura de animales.

Bloque de plastilina de 10 x 2 x 3 cm.

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

Contenedor de polipropileno para residuos bioldgicos punzantes
y cortantes marca Biocompact 1,8 Its (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 proteccion frente frio Midera 10.

1.D.5. Material de laboratorio

Pipetas Pasteur no estériles de 1 ml.

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

Microtubos para muestras de suero (Eppendorf Ibérica, S.L.
Madrid).

Tubos de polipropileno de 50 ml para muestras de tejido (BD

Falcon™ NY USA ).
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1.E. EQUIPOS DE LABORATORIO

1.E.1 Procesado de muestras
- Centrifuga angular Nahita modelos 2610 ref. 2610000 OF.
- Balanza analitica de precisién 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 Estudio de proteinas de fase aguda en sangre
- Lector de placas ELISA EMS Reader MF V2.9-0

1.E.4 Determinacion de los niveles de quimasa (RMCP-11) en
la mucosa—submucosa intestinal y en el complejo linfatico
mesentérico superior
- Homogeneizador eléctrico Polyton. (Brinkmann Instruments,
Inc. Westminster, NY. USA).
- Sonicador VirSonic 5 (Virtis. Gardiner, NY. USA).
- Centrifuga Biofuge 17RS (Heraeus Sepatech).

- Espectrofotdmetro Ultrospec III (Pharmacia LKB, Suecia).

1.E.5 Determinacion de los niveles de citoquinas en higado,
ileon, bazo y ganglios linfaticos mesentéricos
- Homogeneizador eléctrico Polyton. (Brinkmann Instruments,
Inc. Westminster, NY. USA).
- Sonicador.
- Centrifuga.

- Espectrofotémetro.
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1.E.6 Laboratorio de anatomia patoldgica

El procesado de las muestras histoldgicas y su posterior estudio

microscopico se efectud en el laboratorio de Anatomia Patoldgica del
Hospital Carlos III de Madrid (IMSALUD). Este centro cuenta con:

1.F.

Mesa de tallado de drganos.

Procesador de tejidos de vacio.

Estacién de inclusién muestras (Histomatic 166 MP Fisher).
Microtomo de parafina tipo Minot (Microm).

Tefidor automatico.

Montador automatico.

Microscopio 6ptico (Nikon Labophot-2)

Camara Hitachi color C503.

Camara digital Nikon Coolpix 850.

Microscopio Leica DM 5000B con pletina motorizada
Camara Leica DC 300

Instrumental:
e Pinzas
e Bisturi

e Casettes
e Moldes de casettes
e Portaobjetos.

e Cubreobjetos.

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).
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- 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).
- vy - 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).
- 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).
- Albumina
e Albumin Olympus System Reagent (Olympus
Irlanda ref. OSR6102).
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).

1.F.2. Proteinas de fase aguda en suero
- Tiostatina o Proteina mayor acida al (el-Mayor Acid
Protein)

Rat Thiostatin ELISA Test Kit
(Life Diagnostics, Inc.; Ref. 3000-2).

- Glicoproteina acida al (al-AGP)
Rat a-1- Acid Glycoprotein ELISA Test Kit
(Life Diagnostics, Inc.; Ref. 2510-2)

1.F.3. Niveles de Proteasa Il de células cebadas (RMCP-11)
en la mucosa-submucosa ileon y en ganglios linfaticos
mesentéricos
- Rat Mast Cell Protease Il (RMPC Il) ELISA Test Kit (Moredun
Scientific Limited; Ref. MS- RM2): 1 vial de anticuerpo
monoclonal anti-RMPC 1II, 1 vial de RMPC II estandar, 2
ampollas de Conjugado anti-RMPC II-HRPO y 2 ampollas de
substrato preparado para usar.
- Solucién bano-tampdn: 79 ml Na, COs (0,2M), 171ml NaHCO;
(0,2M) y 500mI de agua destilada.
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Solucion tampdn para lavado: Tampoén fosfato salino (PBS)
con 0,05% de Tween 20.

Albumina sérica bovina (BSA) al 4% en PBS/Tween 20.

Acido Sulfurico al 0,25 M.

1.F.4. Niveles de citoquinas en higado, ileon, bazo y ganglios

linfaticos mesentéricos

Tampén de lisis que contiene 1 mmol/l de fenilmetilsulfonil
flior (PMSF; Sigma Chemical Company), v 1 pg/ml de
pepstatina A (Sigma Chemical Company), aprotinina (Sigma
Chemical Company),antipaina (Sigma Chemical Company) vy
leucopeptina, en tampdén fosfato a pH 7,2 (Biofluids,
Rockville, Md.) conteniendo un 0,05% de azida sédica (Sigma
Chemical Company).

ELISA Test para TNFa, IL-18 , IL-4 y IL-10 de BioNOVA
Cientifica Ltd., Madrid, Espafia.

1.F.5 Reactivos para estudio histoldgico

-Fijacion

Formol tamponado al 10%

- Inclusién

Agua destilada
Alcohol etilico (70°,96°,100°)
Xilol

Parafina

- Tincién de Hematoxilina-Eosina

e Hematoxilina de Harris

= Aguadestilada ..o 400ml
= Glicering ...vvviiii 100ml
* Jodato potdsiCo ......cocvvviviiiniiiieinnnne. 0,1ml
»= Sulfato aluminico potasico .................. 20g.
= Hematoxilina ......ccoooiviiiiiiiiiiiiee, 0,5g.
eE0SING Lo 1g.
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eAgua destilada ......coooviiiiiiiiiiii 100ml

-Tincion con Giemsa
e Azur-eosina-azul de metileno en solucion ...... 10ml

e Solucion tampon ..o, 190ml

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

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

= ROjJO-SiF0 F3B ... 0,54g.
e Solucion Picro-Fast green

= Picrico acuoso saturado ................... 250ml

= Fastgreen ... 0,5 g.

e Agua destilada

2. METODOS

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

La estabulacion se realizé de acuerdo con la legislacion vigente en
nuestro pais sobre el cuidado y la utilizacion de animales de
laboratorio, por la cual Espafa adopta la normativa de la Union
Europea de 1996 sobre el uso de animales con fines cientificos. Se
incorpord a nuestro ordenamiento legal con fecha de 4 de Agosto de
1986 en el Real Decreto 1201/2005, de 10 de octubre, sobre
proteccion de los animales utilizados para experimentacion y otros
fines cientificos. (BOE 252; 21-10-2005).

La temperatura se mantuvo a 20 £+ 2 © C, y con una humedad
relativa del 65 + 10 %. Las condiciones de luz / oscuridad fueron
ciclicas estableciéndose periodos alternos de 12 horas (8:00 -20:00
/20:00 - 8:00).

Los animales se mantuvieron en estanterias, y en grupos de tres en

cajas homologadas para tal fin: Plexiglas de 42x65x15 cm (Letica,
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Espafia) moviles con lecho de viruta (Panlab S.L. Barcelona). Dichas
cajas fueron etiquetadas, y consignandose en éstas ultimas los datos
de identificacion de los animales alli alojados.

Todos los animales fueron alimentados con una dieta estandar para
roedores de laboratorio (rata /ratén dieta de mantenimiento A04.

Panlab: Espafia) y agua ad libitum .

2.B. TECNICA ANESTESICA
La anestesia se administré por via intramuscular profunda utilizando
la siguiente mezcla (Waynfonth, H.B. y Cols 1992), (Lee-Parritz,
2001):
- Clorhidrato de Ketamina...... 80 mg/kg
- Xilacina ..o 12 mg/kg
Esta pauta proporciona un plano anestésico quirlrgico y adecuada
relajacion muscular durante 40 minutos aproximadamente. Una vez
finalizado el tiempo quirdrgico la recuperacion espontanea de la
consciencia se produce habitualmente entre los 5 y 10 minutos. Por la
sensibilidad de los pequefios roedores a la hipotermia (Rodriguez,
1989), durante el postoperatorio inmediato se colocé a las ratas en un

ambiente calido suministrado por una lampara eléctrica

2.C. TECNICA QUIRURGICA

2.C.1. PSEUDO-OPERACION

Con la rata en decubito supino, y tras colocar un bloque de plastilina
en la zona dorsolumbar, se realiza una laparotomia media
xifopubiana, las asas intestinales se cubren con una gasa humedecida
en suero salino , y son desplazadas hacia el lado izquierdo. A
continuacion, se secciona el ligamento falciforme (situado entre el LLI
y el LC) (Figura 7), y posteriormente también los ligamentos

triangulares izquierdo y derecho.
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Figura 7. Laparotomia media y seccion del ligamento falciforme

Las maniobras anteriores permiten evertir el higado y exponer el
hilio. La traccion ligera sobre el duodeno hacia el lado izquierdo
permite visualizar la via biliar.

Mediante la utilizaciéon de un microscopio quirdrgico binocular se diseca
el colédoco y los conductos biliares correspondientes a cada uno de los
I6bulos del higado de la rata sin lesionar la vascularizaciéon portal y

arterial de los mismos. (Figura 8)

Figura 8. La via biliar extrahepéatica es anterior respecto de las ramas de
la arteria hepética y éstas a su vez son anteriores respecto de las ramas
portales.
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En la serie de animales pseudos-operados se introduce de nuevo el
higado y 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.

2.C.2. COLESTASIS EXTRAHEPATICA MICROQUIRURGICA

El higado de la rata esta formado por cuatro lobulos: lateral derecho
(LLD), medio (LM), lateral izquierdo (LI), y caudado (LC); que a su vez
poseen una vascularizacion porto-arterial y un drenaje biliar
individualizado (Lorente y cols., 1993). Esta caracteristica anatdomica
permite la reseccién de los conductos biliares que drenan los cuatro
I6bulos hepaticos en continuidad con el colédoco hasta el inicio de su
porcion intrapancreatica utilizando una técnica microquirdrgica (Aller y
cols., 1993). (Figura 6)

Con la rata en decubito supino, y tras colocar un bloque de plastilina
en la zona dorsolumbar, se realiza una laparotomia media
xifopubiana. A continuacién se secciona el ligamento falciforme
(situado entre el LLI y el LC) (Figura 7), y posteriormente también los
ligamentos triangulares izquierdo y derecho.

Para las siguientes fases de la intervencion es necesario utilizar un
microscopio operatorio binocular como medio de magnificaciéon, ya que
la diseccion y seccion de los conductos biliares de los cuatro Iébulos
hepaticos debe ser realizada sin lesionar la vascularizacion portal o
arterial de estos lébulos.

La traccién del duodeno hacia la izquierda 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 identificacion y posterior diseccidon del
colédoco y de los conductos biliares procedentes de los cuatro Idbulos

hepaticos que constituyen el higado de la rata. (Figura 9)
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Figura 9. Ligadura del colédoco en su porcidn intrapancreatica.

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

hepatico. (Figura 10)

Figura 10. Traccion del colédoco y ligadura de los conductos biliares

procedentes del I6bulo caudado(LC).
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La diseccidn, ligadura y seccidon del conducto biliar del LLD se realiza
de igual forma.

Se continula 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 |ébulo medio (LM). Estos ultimos se disecan y se ligan
independientemente. Por ultimo, se diseca, se liga y se secciona el
conducto biliar del LLI. (Figura 11 Ay B)

Seguidamente 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.

Por ultimo se administra ceftriaxona por via intramuscular profunda,
a dosis Unica de 50 mg/kg, antes de la recuperacién anestésica total

de las ratas.

2.D. EVOLUCION POSTOPERATORIA

Inmediatamente después de la intervencién el animal es colocado de
nuevo en su jaula, cerca de una fuente de calor. Durante la primera

hora se restablece progresivamente la deambulacién.

Se administré vitamina K; (50 mg) por via subcutanea una vez a la
semana para prevenir las hemorragias secundarias a la insuficiencia
hepatica.( Beck PL. Lee SS, 1995)
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@

(b)

Figura 11.
(a) Diseccion y ligadura de los conductos biliares que drenan el LM.

(b) Via biliar extrahepatica completamente resecada.
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2.E. SACRIFICIO DE LOS ANIMALES

Los animales supervivientes en cada serie fueron sacrificados por

exanguinacion a las 6 semanas del post-operatorio.

2.E.1. Técnica de necropsia

Antes de proceder a la anestesia y sacrificio de los animales se
determind su peso corporal (PC). La anestesia de realizé de nuevo via
intramuscular profunda, utilizando la mezcla anestésica de Clorhidrato
de Ketamina y Xilacina (Waynfonth H.B. y cols ,1992) a las siguientes
dosis:

- Clorhidrato de Ketamina...... 40 mg/kg
- Xilacina .ooviiii 6 mg/kg

Tras colocar a la rata en decubito supino se realizd una laparotomia
xifopubiana y mediante estudio macroscépico de la cavidad
abdominal, se valord la existencia de circulacion colateral, tanto porto-
sistémica como porto-hepatica, y la existencia de vasculopatia venosa

mesentérica (VVM).

2.E.2. Técnica de estudio de la circulaciéon portosistémica

Para comprobar el desarrollo de circulacién colateral se realizé una
laparotomia media con extensién bilateral subcostal, estudiando
posteriormente la presencia de venas colaterales en aquellas areas
donde se desarrolla habitualmente circulacion colateral venosa, es
decir, en las areas esplenorenal superior (ERS) esplenorrenal inferior
(ERI), gastroesofagica (colaterales paraesofagicas)(PE), y colorectal

(hemorroidal o colateral pararectal)(PR).
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2.E.3. Técnica de estudio de Ila vasculopatia venosa

mesentérica

La presencia de dilatacién y tortuosidad de las ramas de la vena
mesentérica superior se denomina vasculopatia venosa mesentérica
(VVM). Se consideran 3 grados de VVM. (Aller y cols, 2002):

- Grado O: ramas de la vena mesentérica superior de
apariencia normal.

- Grado I: dichas ramas presentan dilatacion y tortuosidad
secundaria al clampaje de la vena mesentérica superior.

- Grado II: la dilatacion y tortuosidad de las ramas de la vena
mesentérica superior son espontaneas.

Para su estudio, se extrajeron parcialmente las asas intestinales,
situando el arbol mesentérico por su regidon ileocecal, donde se

visualizaron con facilidad las ramas de la vena mesentérica superior.

2.E.4. Técnica de extraccidn sanguinea

Las muestras sanguineas fueron extraidas mediante puncién en la
vena cava inferior infrahepatica (VCI-IH), obteniéndose entre 5y 8 ml
de sangre de cada animal. Esta maniobra deja al animal exangle,
muriendo por shock hipovolémico. Para la extraccion de la misma se
utilizaron jeringuillas heparinizadas con heparina al 1% ( Rovi®).

Después de 15 minutos de centrifugacion a 3500 rpm. se separa el
sobrenadante y se transfiere a tubos de polipropileno estériles. Este
suero fue congelado en nitrégeno liquido a -196°C vy posteriormente

almacenado en un congelador a — 80°C.
2.E.5. Recogida de muestras histoldgicas
2.E.5.a. Extraccion de muestras de ileon
Se obtuvo una muestra de ileon terminal, a 1 cm de la unién

ileocecal, se elimind su contenido intraluminal, se pes6 en una balanza

de precision y a continuacién se introdujo en tubos Eppendorf. Se
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congelé inmediatamente en nitrégeno liquido a -196°C vy
posteriormente fue almacenado en un congelador a - 80°C hasta su

estudio posterior.

2.E.5.b. Extraccion del Complejo Linfatico Mesentérico
Superior

Los ganglios que componen el Complejo Linfatico Mesentérico
Superior (CLMS) en la rata (Olds y cols, 1979; Gautreaux y cols, 1994)
se extirparon y se pesaron, y a continuacion se congelaron en
nitrogeno liquido a - 196°C dentro de tubos Eppendorf.
Posteriormente, se almacenaron en un congelador a - 80°C hasta su

estudio posterior.

2.E.5 c. Extraccién esplénica

Se extrajo el bazo y se determind su peso. Se tomd una muestra
gue se introdujo en un tubo Eppendorf, que se conservd en nitrégeno
liguido a -196°C vy, posteriormente, en un congelador a - 80°C hasta

su estudio posterior.

2.E.5.d. Extraccion del parénquima hepatico

Se procedid a la diseccién del higado. Una vez extraido, se pesaron
por separado sus lobulos anteriores y posteriores, y se tomd una
muestra del I6bulo medio derecho, que se transfiri6 a un tubo que
contenia formol 10% para su posterior estudio histopatoldgico.

Otro fragmento de lébulo medio derecho se introdujo en un tubo
Eppendorf, que se congelé en nitrégeno liquido a -196°C v,

posteriormente, en un congelador a — 80°C hasta su estudio posterior.

2.E.6. Eliminacién de los restos bioldgicos

Una vez tomadas las muestras los restos de los animales y los
tejidos desechados de las visceras fueron depositadas en bolsas
plasticas e introducidas en contenedores especiales.

La gestion de los restos biolégicos (recogida, transporte vy

tratamiento de los mismos) se realizd a través de la empresa
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CONSENUR, S. A. C/Rio Ebro, s/n. Poligono Industrial Finanzauto.
Arganda del Rey (Madrid) que cumple con la normativa vigente:
Decreto 83/1999, de 3 junio, por el que se regulan las actividades de
produccién y gestion de los residuos biosanitarios y citotéxicos en la

Comunidad de Madrid.

2.F. TECNICAS ANALITICAS

2.F.1 Determinacion de la bilirrubina total y directa en suero

Método:

Cuantitativo fotocolorimétrico sobre muestra de plasma
heparinizado.

Principio:

Se utiliza una diazoreaccién basada en el principio de Jendrassik y
Grof (Doumas y cols 1985). En medio acido la bilirrubina conjugada
reacciona con la sal DPD (Diclorofenil diazonio tetrafluoroborato ) para
formar azobilirrubina (azopigmento). Esto es lo que se denomina
bilirrubina directa (Figura 12).

Si a la muestra de plasma 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) (Figura 13).

La concentracién de bilirrubina presente en el plasma es
proporcional a la concentracion de azopigmento que se produce
(Higgins y cols. 2006). Para la bilirrubina directa el aumento de la
concentracidon de azopigmento produce un aumento proporcional de la
absorbancia en la longitud de onda de 570nm, mientras que en el caso

de la total la medida de la absorbancia se realiza en 540nm.
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BILIRRUBINA DIRECTA (DPD )

Bilirrubina | Azobilirrubina

DPD

Figura 12. Diazoreaccion de la bilirrubina conjugada de Jendrassik
Grof

BILIRRUBINA TOTAL (DPD )

Bilirrubina | Azobilirrubina

cafeina
surfactante

DFD

Figura 13. Afadiendo sustancia aceleradora (cafeina y agentes
surfactantes) conseguimos que reaccione el total de la bilirrubina.

2.F.2. Determinacion de alanin aminotransferasa (ALT) y de
aspartato aminotransferasa (AST) en suero

Método:

Test Cinético Espectrofotometrico de Ultravioleta Optimizado segun
estandar de la International Federation for Clinical Chemistry (IFCC).

Se realiza sobre una muestra de suero.
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Principio:

Se trata de unas enzimas que catalizan la reaccidon conversion de un
aminoacido a un 2-oxoacido mediante la transferencia de grupos
amino, actuando como coenzima el piridoxal-fostato (P5P). La
actividad transaminasa se mide indirectamente cuantificando cambios
en la concentracion de NADH que ocurren en una reaccién de
dehidrogenacion del 2-oxoacido al hidroxiacido correspondiente.

La concentracion de NADH se monitoriza mediante la absorbancia en
la longitud de onda de 340nm. La disminuciéon en la absorbancia por
minuto (A A /min) es proporcional a los micromoles de substrato
transformado en ese periodo de tiempo, y por lo tanto, proporcional a
la actividad de la transaminasa. (Figuras 14 y 15)

Debido a las diferencias entre laboratorios fue necesario realizar una
estandarizacion de las medidas de actividad enzimatica. Actualmente
se utiliza el procedimiento de la IFCC. (Schuman y cols. 2002a,

Schuman y cols. 2002b, Schuman y cols. 2006)

2- oxoglutarato NAD
L- aspartato L- malato

AST

L- glutamato oxalacetato NADH

reaccidn transaminasa reaccion deshidrogenasa

Figura 14. Reaccidon de dehidrogenacién catalizada por la aspartato
aminotransferasa (AST).
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2- oxoglutarato NAD
L- alanina L- lactato

ALT

L- glutamato piruvato NADH

reaccion transaminasa reaccion deshidrogenasa

Figura 15. Reaccidén de dehidrogenacion catalizada por la alanin
aminotransferasa (ALT)

2.F.3. Determinacion en suero de y glutamiltransferasa (GGT)

Método:

Cuantitativo fotocolorimétrico sobre muestra de suero.

Principio:

Se trata de una enzima que cataliza la transferencia de un grupo y-
glutamil de un substracto donante (y-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida)
a un receptor (glicilglicina ), dando lugar y-glutamilglicilglicina y 5-
amino-2-nitrobenzoato. El aumento de la 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. (Schuman y cols. 2002c) ( Panteghini M,
2006). (Figura 16)

TGr
¥ glutamil-3-carboxi-4-nitroaniida /—\ 5-amino-2-nitrobenzoato
+ +
glicilglicina 1 glutamilglicilglicina

Figura 16. Reaccion de transferencia de un grupo y-glutamil.
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2.F.4. Determinacion de lactatodeshidrogenasa (LDH) en
suero

Método:

Test cinético espectrofotométrico de ultravioleta recomendado por
el Comité Escandinavo de Enzimas (SCE).

Principio:

LDH es una enzima que cataliza la reaccion de reduccién del
piruvato a lactato en un medio con pH neutro produciéndose en la
misma una oxidacién (consumo) de NADH. (Figura 17)

La concentracion de NADH se monitoriza mediante la absorbancia
en la longitud de onda de 340nm. La disminucidén en la absorbancia
por minuto (A A /min) es proporcional a los micromoles de substrato
transformado en ese periodo de tiempo y por lo tanto proporcional a

la actividad de la LDH. (Scandinavian Committee on Enzymes, 1974)

(PRuvaT0 |+ NADH + H' L0k + NAD'

Figura 17. Reacciéon de reduccién de piruvato a lactato.

2.F.5 Determinacion de fosfatasa alcalina (FA) en suero

Método:

Test cinético fotocolorimétrico segun estandar de la Internacional
Federation for Clinical Chemistry (IFCC).

Principio:

La actividad enzimatica de la fosfatasa alcalina (FA) se determina
midiendo el grado de conversion del reactivo p-nitro-fenilfosfato
(pNPP) a p-nitrofenol (pNP) en presencia de 2-amino-2-metil-1-

propanol (AMP) como aceptor de fosfato. La reaccidén se desarrolla en
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presencia de iones de Mg®** y de Zn?*' manteniendo el pH a 10,4.
(Figura 18)

La concentracion de pNP se determina por cambios en la
absorbancia en el espectro de 410 y 480 nm de longitud de onda
(Tietz y cols. 1983) ( Panteghini, 2006).

4 N

L .

-------------- - A
N (v =

Figura 18. Reaccion de conversion del p-nitro-fenilfosfato (pNPP) a

p-nitrofenol (pNP)

2. F.6. Determinacion de creatinina en suero

Método:

Test quimico cinético fotocolorimétrico en suero.

Principio:

Reaccion 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. (Figura 19)
La velocidad de cambio en la absorbancia es proporcional a la
concentraciéon de creatinina en la muestra. (Folin, 1904; Cook, 1971;
Larsen, 1972; Lamb y cols 2006).
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4 N

creatinina
picrato

!

Figura 19. Reaccién de Jaffé.

2.F.7. Determinacion de urea en suero

Método:

Test enzimatico cinético por espectrofotometria ultravioleta en
suero.

Principio:

La urea es hidrolizada en presencia de agua y de ureasa dando lugar
a un ion amonio y didoxido de carbono. El amonio producido en ésta
primera reaccion reacciona con 2-oxoglutarato y NADH dando lugar a
glutamato y NAD* en presencia de GLDH. (Figura 20) El descenso en la
concentracion de NADH produce una disminucidon en la absorbancia por
unidad de tiempo en la longitud de onda de 340 nm, que es
proporcional a la concentracidon de urea. (Sampson y cols 1980 ; Lamb
y cols 2006)

Ureasa \
f UREA ————» Amonio

Amonio GLDH
+
Oxoglutarato Glutamato

@
\_ /

Figura 20. El amonio producto de la hidrdélisis de la urea produce

un descenso en la concentracién de NADH.
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2.F.8. Determinaciéon de albumina sérica

Método:

Test fotocolorimétrico en suero.

Principio:

El reactivo verde de bromocresol reacciona con la albumina
formando un complejo de color verde. (Figura 21) Este complejo
presenta absorbancia en 600/800nm. y por lo tanto los cambios en la
misma son proporcionales a la concentracién de albumina en la

muestra. (Doumas, 1971)

é ™
: iy

verde de
bromocresol

\ &00 / 8OO nm /

Figura 21. Reaccion del verde de bromocresol con la albmina para
formar un complejo de color verde.

0=

2.F.9. Determinacioén de acidos biliares en suero

Método:

Test cinético fotocolorimétrico enzimatico en suero.

Principio:

En una primera reaccién los acidos biliares son oxidados por la
enzima 3-o hidroxiesteroide dehidrogenasa, con la subsiguiente
reduccion del Thio-NAD a Thio-NADH. (Figura 22) La tasa de formacién
de éste ultimo se determina midiendo los cambios en la absorbancia

especifica en 405 nm.
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ﬂcldos bliares g————®  4cidos biliares oxia‘eb

hidroxiestaroide
dehidrogenasa

S5 V.
K 405 nm /

Figura 22. Oxidacion de los acidos biliares con la formacion de Thio-NADH

2.F.10. Determinacion de Tiostatina o Proteina mayor acida
al (a1-MAP) en suero
Método:

Inmunoensayo enzimatico tipo enzyme-linked immunosorbent
assay “ (ELISA) en suero.

Principio:

Se afiade la muestra de suero con el antigeno (Tiostatina de rata) a,
una fase solida (placa de microtitulacién) a la que estan unidos de
forma inespecifica anticuerpos purificados frente a dicho antigeno
(anticuerpos de captura). A continuacion se lava la placa, y se anade
una dilucion que contiene anticuerpos especificos frente a al-MAP
(anticuerpos de deteccion). Se lava de nuevo, eliminando los
anticuerpos no unidos, y se afaden anticuerpos marcados con la
enzima “horseadish preoxidasa” (HRP). Entonces se forma un "
sandwich” de fase sdlida constituido por Anticuerpo-Antigeno-
Anticuerpos-Enzima. A continuacién se afade 3,3, 5,5
tetrametilbencidina (TMB) que actia como substrato de una reaccidn
gue cataliza la HRP y con la formacién de un producto quimico, que se
determina mediante espectrofotometria a 405nm. (Figura 23) La
cantidad del mismo proporcional a la cantidad de antigeno (Thiostatina

de rata) en la muestra.
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INMUNOENSAYO ENZIMATICO DE TIPO ELISA SANDWICH

TME

anticuerpos HRP ;;\ I

o g

R R R R

| FASE SOLIDA |

Figura 23. Formacién de un “sandwich” de fase sélida constituido por
Anticuerpo-Antigeno-Anticuerpos-Enzima.

2.F.11. Determinacion de Glicoproteina acida al (al-AGP) en

suero

Método:

Inmunoensayo enzimatico tipo “ enzyme-linked immunosorbent
assay “ (ELISA) en suero.

Principio:

Es similar al descrito en el apartado anterior. En este caso el
producto resultante se determina mediante espectrofotometria a
450nm., siendo la cantidad del mismo proporcional a la cantidad de

antigeno (a1-AGP de rata) en la muestra.

2.F.12. Determinacion de los niveles de proteinas en la
mucosa-submucosa ileon y en el complejo linfatico
mesentérico superior

Método:

Quimico espectrofotométrico. Se prepara una soluciéon patrén de
albumina sérica bovina (BSA) (Sigma) a una concentracidon de 1 mg/ml
en PBS. Posteriormente, se afiaden a las cubetas de lectura del
espectrofotémetro 2, 4, 8, 12, 16, 20 ul de dicha solucidn, y se llevan
a un volumen final de 800ul de PBS (es decir, afadiremos 798, 796,
792, 788, 784 y 780 ul de PBS). Afladimos a todas las cubetas 200 pul
de reactivo de Bradford (BIO-RAD Protein Assay) y dejamos actuar 5
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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 ul de PBS y 200
ul de reactivo de Bradford, y se realiza la curva patrén.

Para calcular la cantidad de proteina de las muestras de complejo
linfatico mesentérico superior (CLMS) e ileon, fue necesario hacer una
dilucion 1/10 en PBS, porque al estar muy concentradas, quedaban
fuera de la curva patron. Se extrapold el valor de la absorbancia
obtenida de la muestra problema sobre la curva patrén, y asi se
obtuvo la concentracién de proteinas. Todas las muestras se valoraron
como minimo dos veces, y posteriormente se realizd la media
aritmética de los valores obtenidos.

Principio:

La cantidad de proteinas presente en ambas muestras se cuantifico
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 aminoacidos basicos

(principalmente arginina) y a aminoacidos aromaticos.

2.F.13. Determinacion de los niveles de Proteasa Il (RMCP-
I1l1) en la mucosa-submucosa de ileon y en el complejo linfatico
mesentérico superior.

Método:

La determinacién se realiza mediante la técnica de inmunoensayo
enzimatico de tipo “ enzyme-linked immunosorbent assay “ (ELISA),
utilizando el kit comercial Rat Mast Cell Protease Il (RMPC I1) ELISA
Test Kit (Moredun Scientific Limited; Ref. MS- RM2).

Las muestras de tejido se introducen en tubos de propileno de 50ml
gue contienen una solucién tampon de lisis estéril a 4° C (PBS-Tween
20 al 0,05%) a razén de 250 ul tampén por cada 0,5g de tejido.
Posteriormente se realiza homogeneizacion mediante un dispositivo
eléctrico durante 30 segundos. Una vez homogeneizadas se congelan
inmediatamente en nitrégeno liquido. El proceso de homogeneizado se

repite 3 veces. A continuacion las muestras son “sonicadas” 5 veces,
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extrayéndose un sobrenadante que se conserva a -80°C hasta la
determinacion cuantitativa de las concentraciones de quimasa en el
mismo.

Principio:

Es similar al descrito en apartados anteriores. En este caso el
producto resultante se determina mediante espectrofotometria a
450nm. La concentracion de RMCP-II se cuantificd por extrapolacion
de los valores obtenidos sobre la curva patrén de RMPC-II. La
concentracion final de RMPC-II se expresé como ug de RMPC-II por
mg de proteina de la muestra. Se midid la concentracién de proteina
en la muestra mediante la técnica de Bradford, utilizando albumina

bovina como estandar.

2.F.14. Determinacion de los niveles de citoquinas en higado,
iledn, bazo y ganglios linfaticos mesentéricos

Método:

La determinacion se realiza mediante la técnica de inmunoensayo
enzimatico de tipo “ enzyme-linked immunosorbent assay “ (ELISA),
utilizando kits comerciales especificos para rata (BioNOVA Cientifica
Ltd., Madrid, Espafa).

Homogeneizaciéon de los tejidos:

Las muestras de tejido congelado se introdujeron en tubos de
polipropileno (Falcon; Becton Dickinson, Lincoln Park, Estados Unidos)
que contenian tampdn de lisis a 4 °C (10 ml de tampédn/g de tejido).
El tampdén 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 tampdn fosfato a pH 7,2 con el
0,05% de azida sddica.

Las muestras se homogeneizaron 3 veces durante 30 s con un
homogeneizador eléctrico (Polytron; Brinkmann Instruments,
Westminster, Estados Unidos) a maxima velocidad.

La muestras a continuacion son “sonicadas” 5 veces, y se congela el

sobrenadante a -80°C para permitir la formacién de agregados
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macromoleculares. Tras su descongelacién a 4° C se centrifugaron a
3.000 rpm. y se midi6 el volumen final de homogeneizado con una
pipeta graduada.
Los homogeneizados se almacenaron a — 80 °C hasta la realizacion
de la determinacion cuantitativa de las citoquinas.
Principio:
Es similar al descrito en apartados anteriores. En este caso el

producto resultante se determina mediante espectrofotometria

2.G. ESTUDIO MICROSCOPICO E HISTOPATOLOGICO
Para su estudio histopatolégico, se procesaron las muestras

mediante técnicas de rutina para microscopia optica:

2.G.1.Fijacion

La fijacion de los tejidos es imprescindible para que las
estructuras tisulares y celulares se preserven intactas, evitando asi
que los procesos autoliticos postmortem las modifiquen. Para ello
los tejidos se introdujeron inmediatamente después de su
extraccion en formol tamponado al 10%, que tiene una penetracion
relativamente rapida en los mismos. El tiempo de fijacidon para este

reactivo es de 12 a 24 horas.

2.G.2. Inclusion

Tras el tallado macroscopico de los dérganos, las piezas
seleccionadas se incluyeron en parafina mediante un sistema
automatico, con temperatura y vacio controlado por ordenador
(Histomatic 166 MP, Fisher).

Inicialmente las piezas se sumergen en una cubeta con agua
destilada.

Dado que la parafina no es soluble en agua, previamente a la
inclusion hay que deshidratar el tejido para que ésta pueda penetrar

en el mismo. Durante este proceso de deshidratacion progresiva, se
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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 continuacion, 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 utilizado fue el xilol, debido a su
rapida accién. De esta forma, se sustituye el alcohol etilico
(deshidratante) por xilol (sustancia miscible con la parafina), para
que la parafina se pueda disolver y penetrar en el tejido.

En la estacién de inclusion, se procedié a la obtencién 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 bafo 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.G.3 Procesado de los cortes

Se efectua el corte con microtomo de parafina tipo Minot (Microm),
obteniéndose secciones de 4 a 7 um de grosor. A continuacién las
secciones identificadas se pegan en un portaobjetos y se someten a un
proceso de desparafinado. Para esto ultimo se introducen en una
estufa durante 30 min. a 60° y se somete a las preparaciones a tres
bafios de 3 a 5 minutos en xilol. Posteriormente para que los
colorantes puedan actuar debemos rehidratar de forma progresiva
mediante pases de 3 a 5 minutos en concentraciones decrecientes de

alcohol (Absoluto, 96% y 70%) y finalmente en agua destilada.

2.G.4. Tincion
Se llevd a cabo la tincidén con las siguientes técnicas: Hematoxilina-
Eosina, Giemsa y Rojo Sirio. Los protocolos para las mismas se indican

a continuacion:
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2.G.4.a Hematoxilina-Eosina

Es una tincidn general que nos proporciona una vision global de las
estructuras tisulares. En general aplicada a células animales, los
nucleos se tifien de azul y el citoplasma se tifie de rosa o rojo.

Los portaobjetos con las secciones desparafinadas se sumergieron
en hematoxilina de Harris durante 10 minutos, y después se lavaron
en agua destilada durante otros 10 minutos. A continuacion se
sumergieron en eosina unos segundos, se lavaron con agua destilada
de nuevo, y se procedié a su deshidratacion en alcoholes y montaje.

Por ultimo se realiza el montaje en permaslip.

2.G. 4. b. Giemsa

Esta tincion se ha utilizado para determinar la densidad y la
degranulacion de las células cebadas presentes en el higado, ileon vy
ganglios linfaticos mesentéricos.

Los portaobjetos con las secciones desparafinadas y rehidratadas se
introducen en solucién solucién Giemsa al 20 % durante 45 minutos. A
continuacion se procede a su lavado con agua corriente durante 5 a 10
minutos y se deshidrata rapidamente mediante 2 pases rapidos en
alcohol 700 y, 2 pases en alcohol de 96°. Se introduce en alcohol
isopropilico. Se aclara en xilol y por ultimo se realiza el montaje en

permaslip.

2.G.4. c. Rojo-Sirio

Se utiliza para detectar la presencia de fibras de colageno en un
determinado tejido. Es probable que los grupos &acido sulfénico del
F3BA interaccionen a ese PH con los grupos amino de los aminoacidos

(grupos basicos) de lisina e hidroxiprolina de la molécula de coldgeno.

El procedimiento es el siguiente:

Los portaobjetos con las secciones desparafinadas y rehidratadas se
introducen en solucién Rojo-Sirio durante 30 minutos. A continuacion
se aclara con agua durante 5 minutos. Se deshidrata rapidamente

mediante 2 pases de dos minutos aproximadamente en alcohol
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absoluto. Se aclaran con xilol mediante 2 pases de dos minutos cada

uno y finalmente se realiza el montaje en permaslip.

2.G. 5. Montaje

Se procede a su montaje de las preparaciones colocando una gota
del medio de montaje (balsamo de Canada o un medio sintético) sobre
la seccidn tisular, 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.G.6. Estudio histomorfométrico de fibrosis en el
parénquima hepatico con tincién de Rojo Sirio

Para valorar el grado de fibrosis en el tejido hepatico se utilizd un
sistema de andlisis de imagen que cuantifica el coladgeno del mismo
midiendo en secciones histoldgicas el area tefiida 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 digitalizd un darea 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
utilizé el software Leica Qwin. En ésta aplicacion informatica se
desarrollé un procedimiento o rutina que incluyé 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
teflida con Rojo Sirio respecto al valor numérico del area total
analizada se obtiene el porcentaje de area ocupada por fibrosis del
tejido hepatico.

Una vez cuantificadas las areas de la seccién hepatica tefiidas con
Rojo Sirio se crearon archivos con los resultados de los grupos de
animales pseudoperados y de los animales CME para su posterior

analisis estadistico.

78



Material y métodos

2.H. 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 realizé un estudio descriptivo de los resultados
obtenidos, expresandolos mediante una medida de centralizacion
(media aritmética) y una medida de dispersion (desviacién estandar)
(x £ DE). Para la comparacién de las variables cuantitativas entre
los diferentes grupos de animales se utilizd el test de la t de Student
para muestras independientes. Previamente, se habia comprobado
gue las variables estudiadas se ajustaban a una distribucién Normal
mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Los resultados se
consideran estadisticamente significativos cuando p< 0,05, p<0,01,
y p< 0,001.
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IV. RESULTADOS
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1. SUPERVIVENCIA Y COMPLICACIONES POSTOPERATORIAS

De todos los animales que formaron parte del disefio experimetal
sobrevivieron 76 a las seis semanas del postoperatorio, 32 fueron pseudo-
operados (PSO) y 44 con colestasis microquirurgica extrahepatica (CME).
Los animales con CME presentaban ictericia y coluria intensas, asi como

acolia moderada (Figura 24).

Figura 24 . Fotografia comparativa entre una rata del grupo Pseudo-operada (PSO)
y otra del grupo con Colestasis (CME) al final del periodo de estudio, en la cual se
observa la ictericia cutanea , en particular en las orejas , las extremidades y la
cola.

2. EVOLUCION DEL PESO CORPORAL

Los resultados correspondientes al peso corporal de los animales, tanto al
inicio como al final del estudio, asi como el incremento de peso corporal, se
representan en la Tabla I. El incremento del peso corporal al final del
periodo evolutivo es menor en las ratas del grupo CME que en las del grupo
PSO (Tabla I) (Figura 25).
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Tabla I. Peso corporal inicial (PCI;g), peso corporal final (PCF;g), e incremento de
peso corporal (A peso;, g) en ratas pseudos-operadas (PSO), y con colestasis
microquirtrgica extrahepatica (CME).

261,31 371,07 109,76
PSO
+ + +
(n =32)
17,15 25,23 20,56
CME 250,31 296,71 46,39 **x*
(n = 44) + + +
29,91 46,00 38,42
x* DE

*¥*: n<0,001: valor estadisticamente significativo respecto al grupo PSO

140- A Peso corporal

g 1
120

100+

80 * % %

60

40-
20-

0

PSO CME

Figura 25. El incremento del peso corporal (A Peso) es menor en los animales
con CME respecto a los animales del grupo PSO con un nivel de significacion
estadistica del 99,9% (***:p< 0,001).
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3. EVOLUCION DEL PESO HEPATICO

Se observa un aumento (p<0,001) del peso hepatico en los animales con
colestasis (14,01 = 3,35) en relacién a los animales pseudos-operados
(11,72 £ 1,31) (Tabla II) (Figura 26).

La relaciéon entre el peso hepatico y el peso corporal final muestra un
aumento (p<0,001) en los animales con CME (3,15 £+ 0,29) respecto a los
pseudos-operados (4,72 £ 0,83) (Tabla II ) (Figuras 26)

Sin embargo en lo que se refiere a la contribucién al peso hepatico total por
parte de los Iébulos anteriores (LM + LLI) y posteriores (LLD + LC) (Figura
6) no se encuentran diferencias estadisticamente significativas entre ambos
grupos (Tabla II) (Figuras 26 y 27).

Tabla II. Peso hepatico (PH;g), Relacion peso hepatico / peso corporal x 100
(PH/PC; %), Relaciéon peso Iébulos hepaticos anteriores / peso hepatico x 100
(PLHA/PH; %), Relacion peso I6bulos hepaticos posteriores / peso hepatico x 100
(PLHP/PH; %), Relacion peso I6bulos hepaticos posteriores / peso lobulos hepaticos
anteriores x 100 (PLHP/PLHA; %),en ratas pseudo-operadas (PSQO), y con colestasis
microquirurgica extrahepatica (CME).

Grupo PH PH/PC PLHA/PH PLHP/PH PLHP/PLHA
(%) (%) (%) (%)
11,72 3,15 71,10 28,90 42,02
PSO
+ + + +
(n= 32)
1,31 0,29 7,45 7,45 13,70
. 14,01 %*%* 4,72% %% 73,38 26,62 38,04
+ + + +
(n =44)
3,35 0,83 8,25 8,25 16,20
xx DE

*¥*: p<0,001: valor estadisticamente significativo respecto al grupo I
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204 6+

PH — e PH/PC sk k
g ] -

104

CME PSO CME

PLHA / PH 40+ PLHP / PH

*] I
B [

60 4
204

40

204 10

PSO CME PSO CME

Figura 26. En los animales colestasicos (CME) se produce un aumento del peso
hepatico (PH) y de la relacion de éste con el peso corporal (PH/PC) respecto a los
animales del grupo pseudo-operado (PSO) con un nivel de significacion estadistica
del 99,9% (***:p< 0,001). En lo gque se refiere a la contribucion de los I6bulos
anteriores y posteriores al PH no se observan diferencias.

(A) (B)

Figura 27. Fotografia comparativa del aspecto macroscépico del higado en una
rata del grupo de pseudo-operadas (A), y otra del grupo con colestasis (B). Se
aprecia hepatomegalia, ictericia y aumento de la consistencia en el higado
colestasico.
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4. EVOLUCION DEL PESO ESPLENICO

Todos los animales con colestasis mostraron esplenomegalia (Tabla III )
(Figuras 28 y 29). Igualmente la relaciéon PE/ PC es mayor (p<0,001) en los

animales colestasicos respecto a los pseudo-operados (Tabla 3) (Figura 28).

Tabla III. Peso esplénico (PE;g), Relacion peso esplénico / peso corporal x 100
(PE/PC; %) en ratas pseudo-operadas (PSO), y con colestasis microquirtdrgica
extrahepatica (CME).

PE/PC(%)

0,95 0,26
PSO
( 32) - - +
n =
0,13 0,03
CME 2,10 *** 0,70 ***
( 44) + +
n =
0,61 0,15

x+ DE
*: p<0,001: valor estadisticamente significativo respecto al grupo PSO.

3,0+ Peso esplénico 1,004 PE / PC
* % %k Yo
9 2,54 * Xk %
0,75- T
2,0
1,54 0,50

1,04

0,54

0'25-4-
0,00+

PSO CME PSO CME

Figura 28. El peso esplénico (PE) y la relacidon del peso esplénico / peso corporal x
100 (PE/PC; %) es mayor en las ratas del grupo CME que en las del grupo PSO con
un nivel de confianza del 99,9% (***: p < 0,001).
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Figura 29. Fotografia comparativa del tamafio de un bazo de una rata con CME
(peso de 1,13 g) y de otra pseudo-operada (peso 0,88g).

5. EVOLUCION DEL PESO TESTICULAR

Se observa una disminucién del peso testicular total (bilateral) y de la
relacion entre el peso testicular total (bilateral) y el peso corporal final en el
grupo de animales con CME en relacion a los animales pseudos-operados
(Tabla IV) (Figuras 30 y 31).

Tabla IV. Peso testicular bilateral (PT;g), Relacion peso testicular / peso corporal x
100 (PT/PC; %) en ratas pseudo-operadas (PSO), y con colestasis microquirurgica
extrahepatica (CME).

PT/PC(%)
0,98
PSO 3,62 +
n =32 b
( ) 0,08
0,28
0,73 ***
CME 2,21 **x* N
n =44 +
¢ ) 0,19
0,77

xx DE

*¥*: P<0,001: valor estadisticamente significativo respecto al grupo I

85



Resultados

Peso Testicular PT/PC
% 1,0

'|' sk kK —I- ¥k k

0,5

Y 0,0

PSO CME PSO CME

Figura 30. El peso testicular y la relacién del peso testicular / peso corporal x 100
(PT/PC; %) es menor en las ratas del grupo CME que las del grupo PSO con un
nivel de confianza estadistico del 99,9% (*: p < 0,001).

Figura 31. Imagen comparativa del tamafo testicular en una rata del grupo de
CME y otra del grupo Pseudo-operadas (PSO).

6. EVOLUCION DEL PESO RENAL

Aunque el peso renal absoluto es similar, la relacidn entre el peso renal
total (bilateral) y el peso corporal final muestra un aumento
estadisticamente significativo en los animales con CME respecto a los

pseudo-operados (Tabla V ) (Figuras 32 y 33).

86



Resultados

Tabla V. Peso renal bilateral (PR;g),y Relacion peso renal / peso corporal x 100
(PT/PC; %) en ratas pseudos-operadas (PSO), y con colestasis microquirurgica
extrahepatica (CME).

Grupo PR PR/PC(%)
2,03 0,55
PSO
( 32) + - o
n =
0,20 0,06
2,04 0,70 ***
CME
( 44) + b o
n =
0,28 0,11

xx DE

*: P<0,001: valor estadisticamente significativo respecto al grupo PSO.

2,5- Peso renal

T

1,54

1,0

0,54

0,0

PSO CME

Figura 32. E|/ peso renal de las ratas del grupo con CME no presenta diferencias
estadisticamente significativas respecto al de las ratas del grupo PSO.
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PR / PC
% XKk

0’5“

0,0

PSO CME

Figura 33. La relacion del peso renal / peso corporal x 100 (PT/PC; %) en ratas
CME es mayor que las ratas PSO con un nivel de confianza del 99,9%.
(***:p < 0,001).

7. CIRCULACION COLATERAL VENOSA PORTOSISTEMICA

El desarrollo de circulacion colateral portosistémica se produce en todas
las areas anatdmicas exploradas (paraesofagica, esplenorrenal vy
pararectal), y practicamente en la totalidad de los animales con CME
(Tabla VI) (Figuras 34 y 35).

Tabla VI. Circulacién colateral portosistémica en ratas con colestasis
microquirurgica extrahepatica (CME). Areas paraesofagica (PEs), esplenorenal
superior (ERs), esplenorenal inferior (ER;), y pararrectal (PRc).

Grupo ER;

CME 43 97,2 44 100 42 95,45 44 100
(n =44)
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[ Circulacién colateral i . =) Chaulacisn coateral
1 Normal [ Nermal
97,2% 100%
2,8% 0%
Paraesofagica Esplenorenal superior
[ Circulacién colateral i [ Circulacién colateral
[ nermal [ nermal
95,45% 100%
4,55% 0%
Esplenorenal inferior Pararectal

Figura 34. Circulacion colateral portosistémica en las distintas dreas anatémicas de
las ratas del grupo con CME..

(a) (b)

Figura 35. Imagen fotogréfica en la que se observa la existencia de circulacion
colateral venosa esplenorrenal (a) y paraesofagica (b) en una rata con
colestasis microquirudrgica extrahepdatica a las 6 semanas del postoperatorio.
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8. VASCULOPATIA VENOSA MESENTERICA

El grado de dilatacién y tortuosidad de las ramas de la vena mesentérica
superior, denominada vasculopatia venosa mesentérica , se observd en los
animales sometidos a CME siendo la mayor parte de los casos de grado I
(Tabla VII) (Figuras 36 y 37).

Tabla VII. 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 extrahepatica (CME).

Grupo Grado 0 Grado 1 Grado I1
n % n % n %
CME 3 6,81 36 81,81 5 11,36
(n =44)

[ IGrado©O

[ GradoI

[ I GradoII

81,81%
11,36%
6,81%
CME

Figura 36. Grados de vasculopatia venosa mesentérica en las ratas del grupo con
CME
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Figura 37. Vascularizacion venosa mesentérica:

(a) Rata pseudo-operada en la que se observan la vena mesentérica superior
(flecha) y sus ramas.

(b) Rata con CME en la que se aprecia vasculopatia de grado I, con dilatacién y
tortuosidad tras el clampaje la vena mesentérica superior.

9. HISTOLOGIA HEPATICA
En los animales del grupo pseudo-operado el estudio histoldgico hepatico

demuestra la existencia de una arquitectura tisular normal, sin alteraciones

significativas (Figura 38).
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Figura 38. Imagenes histolégicas obtenidas de parénquima hepético en ratas
del grupo PSO (pseudo-operado).
(a) Higado en el que se identifica un espacio porta y parte del lobulillo con
caracteristicas morfoldgicas normales.(Tincion Hematoxilina-Eosina, objetivo
40x).
(b) Fotografia procedente de tejido hepatico en la que se identifica un
espacio porta con caracteristicas morfolégicas normales. (Tincién Rojo Sirio,
objetivo 40x).

En los animales con colestasis (CME) el estudio histoldgico hepatico
permite objetivar una importante alteracién arquitectural. Se produce una
intensa proliferacidon ductular, que substituye amplias zonas de parénquima

hepatocitario como consecuencia de una necrosis submasiva de éste ultimo.
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Es caracteristica la presencia de una fibrosis periductal muy marcada,
siendo posible cuantificar la misma mediante la técnica de Rojo Sirio y un
sistema analizador de imagenes ( Material y Métodos). (Tabla VIII)(Figuras
39 y 40). Se aprecian hepatocitos apoptoticos y otros con anisonucleosis
con minima esteatosis microvesicular. No se observan colangitis ni signos
de inflamacién aguda. Se pueden identificar macréfagos con lipofucsina y

células cebadas con granulos (Figuras 40 y 41).

Tabla VIII. Estudio cuantitativo de fibrosis hepatica (% area tefiida con Rojo Sirio)
en ratas pseudos-operadas (PSO), y con colestasis (CME).

Grupo (% area Rojo Sirio)

1,59
PSO +
n=13
( ) 0,31
24,58 * * *
CME N
n =20
( ) 5,81

xx DE
*¥*:n < 0,001: valor estadisticamente significativo respecto al grupo PSO.

Fibrosis hepatica
30 (Rojo Sirio)

* %k %k
0/0 ‘ T
area 25| l

20

154

104

ol WS ,

PSO CME

Figura 39. El porcentaje (%) de area tehida con Rojo Sirio (fibrosis) en ratas con
colestasis (CME) es mayor que en el grupo pseudo-operado (PSO) (***:p < 0,01).
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Figura 40. Imagenes histoldgicas obtenidas de parénquima hepatico en ratas del
grupo con CME. Se objetivan los cambios caracteristicos:

(a) Parénquima hepatico en gran parte substituido por una intensa proliferacion
ductular y con escasos hepatocitos atrapados en la misma. (Tincion Hematoxilina-
Eosina, objetivo 20x).

(b) Imagen fotografica hepatica en la que se aprecia una fibrosis periductal muy
marcada. (Tincién de Rojo Sirio, objetivo 20x).
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Figura 41. Iméagenes histoldgicas obtenidas del parénquima hepatico en una
rata con CME a las 6 semanas del postoperatorio.

(a) Parénquima hepatico con presencia de células cebadas .(Tincion de Giemsa,
objetivo 20x).

(b) Fotogréfica del parénquima hepatico en la que se aprecia la presencia de dos
células cebadas granuladas.(Tincion de Giemsa, objetivo 100x).
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10. BIOQUIMICA SANGUINEA

Los resultados de las pruebas bioquimicas de parametros propios de
lesion hepatobiliar muestran que las diferencias entre los animales con
colestasis (CME) y los pseudoperados (PSO) son estadisticamente
significativas (p< 0,001 y p< 0,05) en todos los parametros analizados, a
excepcién de las concentraciones sanguineas de creatinina (Tablas IX y X)
(Figuras 42 y 43).

Tabla IX. Concentraciones séricas de Albumina (ALB; mg/dl), Urea (UREA;
mg/dl)), Creatinina (CREAT; mg/dl), Acidos biliares (ACBIL; umol/l), Bilirrubina
Total (BT; mg/dl) y Bilirrubina Directa (BD; mg/dl) y en ratas pseudos-operadas
(PSO), y en ratas con colestasis microquirtrgica extrahepatica (CME) a las seis
semanas de postoperatorio.

ALB UREA CREAT ACBIL BT BD
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (pmol/I) (mg/dl) (mg/dl)
pSO 2,44 35,80 0,52 8,93 0,10 0,01
+ + + + +
(n = 30)
0,35 5,15 0,06 3,77 0,03 0,01
CME 1,12 **xx 52,65 * 0,50 59,64 *** 7,69 **xx 3,99 ***
+ + + + + +
(n = 44)
0,33 44,43 0,14 36,73 2,21 1,19
xx DE

*: P<0,05: valor estadisticamente significativo respecto al PSO.
**x: p<(0,001: valor estadisticamente significativo respecto al PSO.
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Tabla X. Concentraciones séricas de Aspartato aminotransferasa (AST; U/I),
Alanina aminotransferasa (ALT; U/I), Cociente AST/ALT, y Glutamiltransferasa
(r GT; U/l ) Fosfatasa alcalina (FA; U/l), y Lactatodeshidrogenasa (LDH; U/l) en
ratas pseudoperadas (PSO), y en ratas con colestasis microquirdrgica
extrahepatica (CME) a las seis semanas de postoperatorio.

Grupo AST(U/I) ALT(U/I)  AST/ALT  yGT(U/I) FA(U/I) LDH(U/)I
79,10 44,10 1,79 1,00 137,78 494,48
PSO
+ + + + +
(n = 30)
15,92 16,61 0,63 0,00 34,48 161,05
s 474,93 *** 100,75 *** 4,71 *** 35,22 **x 482,46 *** 1349,82 *
+ + + + +
(n = 44)
422,89 57,11 1,32 22,11 134,21 1916,64
xx DE

*: P<0,05: valor estadisticamente significativo respecto al PSO
**x: p<(0,001: valor estadisticamente significativo respecto al PSO

11. PROTEINAS DE FASE AGUDA EN SANGRE

La concentracion sanguinea de Proteina mayor acida «al(también
conocida como Tiostatina ) aumenta de forma estadisticamente significativa
en el grupo de animales con CME respecto al grupo PSO (p<0,001)
(Tabla XI) (Figura 44a). De igual forma los animales del grupo de CME
presentan unos niveles mayores de al-Glicoproteina acida que los del grupo
de pseudoperadas (Tabla XI ) (Figura 44b).

Tabla XI. al-Mayor Acid Protein (al-MAP ;mg/ml) y al-Glicoproteina acida (al-
AGP, mg/ml) en ratas pseudoperadas (PSO), y sometidas a colestasis
microquirurgica extrahepatica (CME).

Grupo (al-MAP) mg/mli (al-AGP) mg/ml
0,09 0,07
PSO
( 30) + +
n =
0,02 0,02
0,37 **x 0,38 **x*
CME
( 44) + +
n =
0,12 0,13
xx DE

*¥%: P<0,001: valor estadisticamente significativo respecto al grupo PSO
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Figura 42. Concentracion sérica de Albumina (ALB;, mg/dl), Urea (UREA; mg/dl)),
Creatinina (CREAT; mg/dl), Acidos biliares (ACBIL; pmol/l), Bilirrubina Total (BT;
g/dl) y Bilirrubina Directa (BD, mg/dl) en ratas pseudo-operadas (PSO), y en ratas
con colestasis (CME).
*: p< 0,05 : valor estadisticamente significativa respecto del grupo PSO.
**%: P<0,001: valor estadisticamente significativo respecto al grupo PSO.
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Figura 43. Concentracion sérica de Aspartato aminotransferasa (AST; U/I), Alanina
aminotransferasa (ALT; U/I), Cociente AST/ALT, y glutamiltransferasa (yGT, U/l )
Fosfatasa alcalina (FA; U/I),
pseudoperadas (PSO), y en ratas con colestasis (CME).
*: p< 0,05 : valor estadisticamente significativa respecto del grupo PSO.
*¥%: P<0,001: valor estadisticamente significativo respecto al grupo PSO.
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Figura 44. Incremento en la concentracion en sangre de la Proteina mayor acida
al (al-MAP) (mg/ml) (a) y de la a1-Glicoproteina acida (a1 -AGP) (mg/ml) (b)
en ratas con colestasis (CME) en relacion con las ratas del grupo pseudo-operado
(PSO).

*:p < 0,001 : valor estadisticamente significativa respecto del grupo PSO.
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12. CITOQUINAS EN TEJIDOS ESPLACNICOS
12.A. Niveles tisulares de TNF-a

Los animales a los que se realizd -colestasis microquirdrgica
extrahepatica (CME) tienen una concentracion de TNF-a. menor en el
higado, y mayor en el ileon y el complejo linfatico mesentérico superior
que los del grupo pseudos-operado (PSO). Por el contrario en el bazo no
se objetivaron diferencias estadisticamente significativas (Tabla XII)
(Figura 45).

Tabla XII. Concentracion de TNF-a (pg/ml) en: higado, bazo, ileon y complejo
linfatico mesentérico superior (CLMS) de ratas pseudo-operadas (PSO), y con
colestasis microquirurgica extrahepatica (CME).

HIGADO [:7:V4e] ILEON CLMS
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
696,57 118,25 91,99 161,75
PSO
+ + + +
(n=6)
36,42 13,16 38,24 22,01
334,33%*x* 133,48 191,65** 337,13%%%
CME + + + +
(n = 6) 117,05 22,12 50,07 73,76
xx DE

**: P<(0,01: valor estadisticamente significativo respecto al grupo PSO.
**x: p<0,001: valor estadisticamente significativo respecto al grupo PSO.
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Figura 45. La concentracion de TNF-a (pg/ml) en las ratas con CME es menor en
el higado, y mayor en ileon y complejo linfatico mesentérico superior (CLMS) que
en las ratas PSO. Por el contrario en el bazo no hay diferencias.

**: P<0,01: valor estadisticamente significativo respecto al grupo PSO.
**%: n<(0,001: valor estadisticamente significativo respecto al grupo PSO.

12.B. Niveles tisulares de Inteleuquina 1 (IL-1B)

Los animales a los que se realizé CME tienen una concentracion de IL-1B

menor en el higado, y mayor en el ileon y el complejo linfatico

mesentérico superior que los del grupo PSO. En el bazo no se objetivaron

diferencias estadisticamente significativas (Tabla XIII) (Figura 46).
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Tabla XIII. Concentracion de IL-1B8 (pg/ml) en higado, bazo, ileon y complejo
linfatico mesentérico superior (CLMS) de ratas pseudoperadas (PSO), y con
colestasis microquirurgica extrahepatica (CME).

HIGADO

(n=5) + + +
35,29
41,94 16,35 14,69
366,73%** 95,91 146,07** 257,36%**
CME
e + + + +
n =
11,79 20,76 7,47 37,50
x+ DE
**: P<0,01: valor estadisticamente significativo respecto al grupo PSO.
***: n<0,001: valor estadisticamente significativo respecto al grupo PSO.
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Figura 46. La concentracion de IL-1B (pg/ml) en las ratas con CME es menor en el
higado, y mayor en ileon y complejo linfatico mesentérico superior (CLMS) que en
las ratas PSO. Por el contrario en el bazo no hay diferencias.

**: P<0,01: valor estadisticamente significativo respecto al grupo PSO.

*¥*: n<0,001: valor estadisticamente significativo respecto al grupo PSO.
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1.2.C. Niveles tisulares de Interleuquina 4 (IL-4)

Los animales a los que se realizd colestasis microquirlrgica extrahepatica
(CME) tienen una concentracion de IL-4 menor en el higado, y mayor en el
ileon y el complejo linfatico mesentérico superior respecto a los animales
PSO (pseudoperados). En el bazo no se objetivaron diferencias

estadisticamente significativas (Tabla XIV) (Figura 47).

Tabla XIV. Concentracion de IL-4 (pg/ml) en higado, bazo, ileon y complejo
linfatico mesentérico superior (CLMS) de ratas pseudoperadas (PSO), y con
colestasis microquirdrgica extrahepatica (CME)

HIGADO BAZO ILEON CLMS

(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)

455,30 76,25 50,11 76,29
Pso
+ + + +
(n=5)
15,45 20,03 6,99 25,12
219,89 *** 67,86 79,11 ** 156,48 *
CME + + + +
(n=5) 66,40 14,40 15,11 44,38
xx DE

*: p<0,05: valor estadisticamente significativo respecto al grupo PSO.
**: p<0,01: valor estadisticamente significativo respecto al grupo PSO.
***: n<0,001: valor estadisticamente significativo respecto al grupo PSO.
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Figura 47. La concentracion de IL-4 (pg/ml) en las ratas con CME es menor en el
higado, y mayor en ileon y complejo linfatico mesentérico superior (CLMS) que en
las ratas PSO. Por el contrario en el bazo no hay diferencias.

*: p<0,05: valor estadisticamente significativo respecto al grupo PSO.
**: p<0,01: valor estadisticamente significativo respecto al grupo PSO.
*¥%: n<0,001: valor estadisticamente significativo respecto al grupo PSO.

12.D. Niveles tisulares de Inteleuquina 10 (IL-10)

Los animales a los que se realizd colestasis microquirurgica extrahepatica
(CME) tienen una concentracién de IL-10 menor en el higado, y mayor en
el ileon y el complejo linfatico mesentérico superior respecto de las ratas
del grupo pseudo-operado (PSO). En el bazo no se objetivaron diferencias
estadisticamente significativas (Tabla XV) (Figura 48).
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Tabla XV. Concentracion de IL-10 (pg/ml) en higado, bazo, ileon y complejo
linfatico mesentérico superior (CLMS) en ratas pseudoperadas (PSO), y en ratas
sometidas a colestasis microquirtrgica extrahepatica (CME)

T HIGADO BAZO ILEON CLMS
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
PSo 336,27 124,79 108,40 144,50
(n=5) + + + +
= 30,41 13,28 6,78 7,47
197,20%** 128,37 173,69% 231,73%%%
CME + + + +
(n =5) 43,66 18,01 44,24 28,89
x+ DE

*: p<0,05: valor estadisticamente significativo respecto al grupo PSO.
***: n<0,001: valor estadisticamente significativo respecto al grupo PSO.
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Figura 48. La concentracion de IL-10 (pg/ml) en las ratas con CME es menor en el
higado, y mayor en ileon y complejo linfatico mesentérico superior (CLMS) que en
las ratas PSO. Por el contrario en el bazo no hay diferencias.

*: p<0,05: valor estadisticamente significativo respecto al grupo PSO.

valor estadisticamente significativo respecto al grupo PSO.
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Figura 49. Resumen grafico de las concentraciones de las citoquinas TNF-a, IL-1p,
IL-4, e IL-10 en higado, bazo, ileon y complejo linfatico mesentérico superior en las
ratas del grupo pseudo-operado (PSO) y en ratas del grupo con colestasis
microquirurgica extrahepatica (CME).
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Figura 50. Resumen grafico comparativo de las concentraciones de las citoquinas
proinflamatorias ( TNF-a e IL-1pB) y antiinflamatorias( IL-4, e IL-10) en higado,
bazo, ileon y complejo linfatico mesentérico (CLMS) en ratas del grupo con CME en
relacion con las ratas del grupo PSO a las 6 semanas de evolucién postoperatoria.
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13. NIVELES DE QUIMASA EN ILEON Y EN COMPLEJO LINFATICO
MESENTERICO SUPERIOR

La concentracidon en ileon de la quimasa Rat Mast Cell Protease de tipo II
(RMCP-II ), una proteasa especifica de las células cebadas presentes en las
mucosas de la rata, no presenta diferencia estadisticamente significativa en
el grupo de animales con colestasis microquirdrgica extrahepatica (CME)
respecto al grupo de animales pseudo-operados (PSO) (Tabla XVI)
(Figura 51). Del mismo modo tampoco se aprecian variaciones
estatisticamente significativas en la concentracion tisular de RMCP-II en el
CLMS entre ambos grupos (Tabla XVII) (Figura 51).

Tabla XVI. Quimasa RMCP-II (ng/mg proteina) en el ileon en las ratas del grupo
pseudo-operadas (PSO), y en ratas del grupo con colestasis microquirurgica
extahepatica (CME).

Grupo ILEON

PSO O'fz
(n = 10) 0,09

cME 0,43

L +
(n = 23) 0,19

xx DE

Tabla XVII. Quimasa RMCP-II (ng/mg proteina) en el complejo linfatico
mesentérico superior (CLMS) en las ratas del grupo pseudo-operadas (PSO), y en
ratas del grupo con colestasis microquirtrgica extahepatica (CME).

Grupo CLMS

PSO 0,0003
+
n=12
§ ) 0,0004
0,0004
CME +
(n = 20) 0,0005

x* DE
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Figura 51. La concentracion (ng/mg proteina) de RMCP-II en ileon (a) y complejo
linfatico mesentérico superior (CLMS) (b) en ratas del grupo con colestasis
microquirdrgica extrahepdica (CME) es similar a la existente en los animales del
grupo pseudo-operados (PSO).
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Discusion

En este trabajo experimental, que se ha realizado utilizando el modelo de
colestasis extrahepatica microquirdrgica en la rata, se podria considerar que
el resultado mas importante es el hallazgo de la existencia de una diferente
concentracion de citoquinas, proinflamatorias Th; y Th, asi como
antiinflamatorias, entre distintos organismos y tejidos esplacnicos (Figura
49).

Estas alteraciones se han encontrado en un periodo evolutivo considerado
cronico en este modelo experimental y, por esta razoén, los hallazgos
podrian ser de mayor interés para comprender los mecanismos patogénicos
gue se producen en la evolucion a largo plazo de la colestasis obstructiva (Li
y Crawford , 2004).

En particular, se ha propuesto que las alteraciones esplacnicas y
sistémicas secundarias a hepatopatias crénicas, podrian ser de naturaleza
inflamatoria (Aller y cols, 2007a). Al inicio de su evolucidn, la hipertension
portal que originan, causaria una respuesta inflamatoria, tanto esplacnica
como sistémica, de pequefia intensidad o bajo grado, la cual se agravaria
progresivamente coincidiendo con la sucesiva pérdida de la funcidén hepatica
(Aller y cols, 2007a; Aller vy cols, 2007b). Por lo tanto, en la presente
discusion, los resultados obtenidos respecto de los valores de citoquinas
tisulares esplacnicos, se intentaran correlacionar tanto con el grado de
hipertensidon portal como con el grado de insuficiencia hepatica.

Estudios previos en este modelo experimental de colestasis
microquirdrgica, han permitido valorar el grado de insuficiencia hepatica, en
un periodo evolutivo mas precoz (4 semanas). Comparando las alteraciones
encontradas en dicho periodo con las del presente trabajo (6 semanas) se
ha observado que a mayor tiempo de evolucion, es mas intensa la
hepatomegalia, asi como aumentan las concentraciones plasmaticas de
fosfatasas alcalinas, bilirrubina total, AST, ALT y
gammaglutamiltranspeptidasa (Sanchez-Patan y cols., “en prensa”). Por
esta razén, a mas larga evolucién, mayor grado de insuficiencia hepatica se
produce y, por tanto, mas util es el modelo experimental para el estudio de
la insuficiencia hepatica crénica.

Aunque en ratas con ligadura y seccion del colédoco se ha descrito el

desarrollo de fibrosis-cirrosis biliar entre 4 y 6 semanas del postoperatorio
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(Kountouras y cols, 1984), también se produce una intensa proliferaciéon
biliar pero rara vez ambas alteraciones morfoldgicas son causantes de las
alteraciones de la arquitectura hepatica propias de la cirrosis (Kountouras y
cols, 1984; Abraldes y cols, 2006). A su vez, en las ratas con colestasis
microquirurgica también se ha demostrado a las 4 semanas de evolucién la
existencia de fibrosis asociada a intensa proliferacion de conductos biliares.
En estos animales también se observa en el parénquima hepatico la
coexistencia de inflamacién crénica y apoptosis moderada de hepatocitos
(Sanchez Patan y cols., “en prensa”). Sin embargo, tanto a las 4 semanas
de evolucién, como a las 6 semanas del postoperatorio en que se han
estudiado en el presente trabajo, los higados no presentan Ila
desestructuracion hepatica propia de la cirrosis. Aunque esta Ultima serie,
es de mas larga evolucién y se ha constatado que poseen mayor grado de
fibrosis hepatica, la inexistencia de cirrosis nos permite etiquetar el modelo
de colestasis microquirdrgica como un modelo de fibrosis biliar a las seis
semanas de evolucién postoperatoria.

En este sentido este nuevo modelo de fibrosis hepatica puede ser Uutil
para el ensayo de terapias antifibrogénicas y, por esta razon, se realizé la
determinacion morfoldgica de la fibrogénesis con la tincién del rojo sirio
(Iredale, 2007).

La lesion hepatica secundaria a colestasis extrahepatica es el factor
principal desencadenante de una activacion de la respuesta inflamatoria
gue, a su vez, estimularia la activacion de las células estrelladas hepaticas
para la secrecién de colageno fibrilar que culminaria con el desarrollo de
fibrosis (Henderson e Iredale, 2007; Iredale , 2007). También colaboran en
la produccién de fibrosis los fibroblastos localizados en el espacio portal y
perivenoso central. En la actualidad se considera que estos tres tipos
celulares (células estrelladas hepaticas, fibroblastos portales y fibroblastos
pericentrales) se transforman en miofibroblastos activados que son
realmente las células hepaticas productoras de fibrosis. Por
transdiferenciacion, otras células epiteliales y endoteliales también pueden
transformarse en miofibroblastos (Iredale, 2007; Schuppau y Afdhal, 2008).

Entre los multiples factores que se han descrito como estimuladores de la

transformacion miofibroblastica destaca TGF-B (Gressner vy cols, 2002).
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Esta citoquina desempena, en general, una accion fundamental en la
fibrogenesis (Seyhan vy cols, 2006; Reish y Eriksson, 2008). TGF-B es
producido por multiples tipos celulares y estimula la produccion de matriz
extracelular por los miofibroblastos (Iredale, 2007). A su vez, los
miofibroblastos activados también liberan TGF-B, creando un circulo vicioso
en la fibrogénesis hepatica (Rockey, 2006). La interrelacidn entre la
inmunidad vy la fibrosis hepatica, es objeto general de interés en cirugia ya
gue también los estadios de curaciéon de las heridas incluye inflamacién,
proliferacidon, remodelacién de la matriz extracelular y formacién de cicatriz
(Singer y Clark, 1999; Reiss y Eriksson , 2008). En este sentido, también la
fibrosis hepatica representa la sustitucién de tejido lesionado por una
cicatriz (Schuppan y Afdhal, 2008).

En ratas con ligadura y seccidon del colédoco se ha demostrado que una
de las sustancias estimulantes de la produccion de TGF-B; es el sistema
renina-angiotensina-aldosterona. Asi el bloqueo de receptores de
angiotensina (AT;) reduce la produccién de TGF-pB; y tiene efectos
antifibréticos (Paizis y cols, 2002). Similares efectos se consiguen con la
inhibicion del enzima conversor de angiotensina (ACE) (Karimian y cols,
2007).

La colestasis también causa deficiente produccién de factor de
crecimiento hepatico (HGF). Asi, en ratones con ligadura y seccién del
colédoco, la necrosis del parénquima es suprimida por la administracién de
HGF (Li y cols, 2007).

Sin embargo, la relacién entre inflamacion y fibrosis es tan estrecha que
son patologias interelacionables (Aller y cols, 2006). En la fibrosis hepatica
esta relacidon la sugiere tanto la produccidon por los miofibroblastos de
quimioquinas y citoquinas, como por ejemplo TGF-B, como su funcién
presentadora de antigeno para la estimulacién de células “asesinas
naturales” (“natural killer”, NKT), y células T, CDg y CD4 (Winau vy cols,
2008). Asimismo, la transferencia de células T CDg de animales fibréticos a
normales causaria activaciéon de las células estrelladas hepaticas, con
secrecién de TGF-B y produccion de colageno (Safadi y cols, 2004; Winau y
cols, 2008).
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Aunque la fibrosis es una de las complicaciones hepaticas de la colestasis,
la mayoria de los autores en la actualidad hacen particular hincapié en su
intima asociacion con la proliferacion biliar, que puede llegar a representar
en ratas con colestasis extrahepatica entre 50 y 60% del parénquima
hepatico (Aller y cols, 2004a). Por lo tanto, la reparacidon hepatica en la
colestasis obstructiva es un proceso mixto de fibrosis y proliferacion
epitelial, similar al que se instaura en la piel para la reparacién de las
heridas (Lawrence, 1998). En ratas con ligadura y seccidn del colédoco a las
6 semanas de evolucién se ha descrito que la fibrosis hepatica se desarrolla
en intima relacion con la proliferacion ductular y, asi se constituyen finos
tabiques fibréticos de disposicion periductular, esto es, alrededor de
conductos y conductillos biliares. El conjunto de reaccion fibro-ductural
post-colestasis extrahepatica experimental se ha definido como una cirrosis
micronodular (Beaussier y cols, 2007).

Un patrén histopatoldgico similar se ha encontrado en el presente trabajo
experimental, en un mismo periodo evolutivo (6 semanas) si bien utilizando
un modelo de colestasis extrahepatica microquirdrgica (Figura 40). La
intima relacion entre proliferacion ductular biliar y la fibrosis en la colestasis
extrahepatica experimental puede ser atribuida a la localizacén periductal y
periductular que adoptan los miofibroblastos (Beaussier y cols, 2007) y en
la clinica humana también ha sido descrita en la hepatitis C crdnica
(Clouston y cols, 2005). Es posible que los colangiocitos proliferantes
estimulen la quimioatraccion de miofibroblastos mediante la produccidon de
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) (Kinnan vy cols, 2000).
Por el contrario, también se ha propuesto que los miofibroblastos
peribiliares podrian regular la proliferacién de colangiocitos por ejemplo
mediante la expresién de ecto-nucleosido-trifosfato-difosfohidrolasa
(NTPDase2) (Jhandier y cols, 2005). Esta interrelacion fibro-ductular en la
colestasis extrahepatica experimental es de gran importancia desde el
punto de vista terapéutico ya que es posible plantear terapias
antifibrogénicas que podrian también regular la intensa proliferacién biliar y
viceversa (Kininman y Housset, 2002). Asimismo, ambas respuestas la
fibrogénica y la proliferativa epitelial biliar, podrian tener mecanismos

etiopatogénicos fundamentados en la respuesta inflamatoria que se instaura
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ante la agresidon colestasica. En este supuesto la respuesta inflamatoria
inicial en los tractos portales y en los espacios Disse, en tanto que
constituyentes del espacio intersticial del higado, causaria la estimulacion
conjunta de epitelio y mesénquima en la colestasis extrahepatica
experimental.

Uno de los mecanismos etiopatogénicos por lo que la respuesta
inflamatoria puede inducir fibrosis y proliferacién ductular en el higado
colestasico es mediante la produccidn de estrés oxidativo. Las especies
reactivas de oxigeno (ROS) ademds de sus nocivos efectos, estan
implicadas en la sefalizacion y activacion de multiples mecanismos
celulares. En particular, en las enfermedades hepaticas se ha evidenciado
gue existe una estrecha relacién entre la produccidon de radicales libres, y/o
la alteracion de los mecanismos antioxidativos de defensa, y las
alteraciones morfo-funcionales que se producen (Loguercio & Federico,
2003; Conde de la Rosa y cols, 2008).

En la transdiferenciacion celular que causa la formacién de
miofibroblastos también se ha demostrado la influencia del estrés oxidativo.
Asi el TGF-B induce actividad NADPH (nicotinamida-adenina-dinucledtido
fosfato) oxidasa que, a su vez, produce especies reactivas de oxigeno
(ROS) durante la transdiferenciacion de células hepaticas estrelladas en
miofibroblastos. A su vez, los miofibroblastos son células que esta provistas
de elevada capacidad antioxidante, con altos niveles de actividad
superoxido dismutasa y con altas concentraciones de glutatidon, por lo que
parece pueden contrarestar el efecto nocivo del estrés oxidativo
dependiente de NADPH (Proell y cols, 2007; Carmona-Cuenca y cols, 2007).
Por lo tanto, una consecuencia del estrés oxidativo que la inflamacién causa
en los higados colestasicos podria ser la instauracion de un eficaz
mecanismo defensivo antioxidante representado por un nuevo fenotipo
celular, esto es el miofibroblasto.

Un sentido similar, esto es, defensivo podria poseer también Ia
proliferacion ductular biliar post-colestasis extrahepatica experimental. La
instauracién de estrés oxidativo es precoz tras ligadura y seccién del
colédoco en la rata. A los siete dias de evolucion ya disminuye la actividad

antioxidante hepatica y se altera el metabolismo hepatocitario, con una
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disminucidon de la actividad microsomal y peroxisomal, que causaria la
disminucidn de la beta-oxidacion de acidos grasos y la alteraciéon del
metabolismo lipido (Orellana y cols, 1997; Portincasa y cols, 2007; Kilicoglu
y cols, 2008). La formacion de ROS causaria peroxidacién lipidica vy
apoptosis hepatocitaria (Assimakopoulos y cols, 2007; Barrera y cols,2008).

Las ROS también han sido implicadas en la estimulacion de las células de
Kupffer asociada al TNF-a (Melgert y cols, 2001). A su vez, el estrés
oxidativo en células de Kupffer también es causa de apoptosis en los
hepatocitos.

En respuesta al estrés oxidativo se instaurarian mecanismos de
supervivencia en el epitelio, y el menoscabo hepatocitario se compensaria
con la excesiva proliferacién epitelial biliar. La intensa proliferacién biliar
que caracteriza la colestasis extrahepatica microquirdrgica invade las zonas
1 y 2 de Rapapport, pero no la zona 3 o periportal (Aller y cols, 2004b) v,
por esta razén, la proliferacién ha sido considerada como atipica (Alvaro y
cols, 2007).

Un de los mecanismos celulares que se pone en funcionamiento en
respuesta al estrés oxidativo es la via de sefializacidon del factor nuclear
Kappa B (NF-kB). Este ademas también es activado por citoquinas
inflamatorias como el TNF-a y la IL-1B, asi como por la endotoxina (LPS)
(Flohe y cols, 1997; Conde de la Rosa y cols, 2008). Se ha descrito que
éste factor de transcripcion antagoniza la muerte hepatocitaria al influir en
el equilibrio entre sefales pro- y antiapoptéticas. El NF-kB inhibe la
acumulaciéon de ROS inducida por el TNF-a, que normalmente media en la
activacion prolongada de la quinasa N-terminal c-Jun (JNK) y por tanto la
muerte celular (Sakon y cols, 2003). La inhibicion de la actividad del NF-
KB induce la apoptosis en los hepatocitos, lo que indica su papel en la
transcripcion de los genes antiapoptoticos.

La colestasis extrahepatica induce la replicacion del DNA de forma precoz
y transitoria, con una gran actividad DNA alfa-polimerasa a los 4 dias de
evolucion. Sin embargo, a los 7 dias el nivel de dicho enzima es inferior al
correspondiente a los animales control. Por lo tanto, la respuesta

proliferativa que se asemeja a la que sufre el higado cuando regenera post-
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hepatectomia, es tan soélo temporal en las fases evolutivas iniciales de la
colestasis extrahepatica experimental (Terasaki y cols, 1991).

En este modelo experimental es posible que otros mecanismos
favorezcan la proliferacion a largo plazo. Asi se ha demostrado que los
hepatocitos periportales aumentan la expresion de factor de crecimiento de
endotelio vascular (VEGF) (Tanaka y cols, 2007). Asimismo, el acimulo de
acidos biliares secundario a la colestasis puede favorecer la proliferacion de
colangiocitos (Heuman vy Bajaj 1994; Xia y cols, 2006). Por ultimo, la
hiperproduccién de quimioquinas y factores de crecimiento por el higado de
ratas con ligadura y seccion del colédoco promueve el reclutamiento de
células madre derivadas de la médula dsea (Xu y cols, 2008). Asimismo el
suero colestasico es capaz de inducir la diferenciacidn de células madre de
la médula 6sea en células similares a fibroblastos (Cai y cols, 2004). El
acumulo de células ductulares inmaduras en el higado colestasico de ratas
indicaria la existencia de una inhibicion de sus apoptosis asi como de
estimulos favorecedores de su proliferacion, independientemente de su
origen ( Omenetti y cols, 2008).

Este nuevo epitelio biliar proliferante quizd pueda verse favorecido por la
disminucidn de la concentracién de citoquinas proinflamatorias hepaticas. La
disminucidn en la produccién de citoquinas también puede ser secundaria al
nuevo fenotipo que adopten las células proliferantes, capaz de producir
neuropéptidos y hormonas neuroendocrinas (Nelson y cols, 2006; Mombeini
y cols, 2006). A su vez, la hipeproduccién de péptidos opioides por el
epitelio biliar proliferante potencia la activacion de células estrelladas
hepaticas y el acumulo de colageno (Ebrahimkhani y cols, 2006). Sin
embargo, el higado colestdsico es dinamico y en tanto que la maxima
proliferacién biliar acontece en la primera semana de evolucién en la
colestasis extrahepatica experimental, el proceso fibrogénico es mas tardio
(Campbell y cols, 2004; Kojima y cols, 2004; Lazaridis y cols, 2004). Por lo
tanto, se ha propuesto la hipdtesis de que la produccién de péptidos
opioides enddgenos por el higado colestasico, inicialmente podria limitar la
gran reaccion proliferativa que tiene lugar y en estadios mas tardios

favoreceria la activacion del proceso fibrogénico, en tanto que similar al que
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se produce en la reparacion de una herida si persiste la agresion, esto es, la
obstruccidn biliar (Marzioni y cols, 2007).

La equiparacién del higado colestasico con la evolucion de una herida, es
de gran interés conceptual, porque es posible la transferencia de
informacidn entre estas dos areas de investigacion. Asi considerando que a
mas larga evolucién el proceso de remodelacion hepatica en animales con
colestasis microquirdrgica favorece la fibrosis, en detrimento de la
proliferacidon biliar, la disminuciéon en la concentracion de citoquinas, tanto
proinflamatorias Th; (TNF-a, IL-1B) y Th; (IL-4) como antiinflamatorias (IL-
10) podria sugerir la existencia de una disminucion de la actividad
metabdlica inflamatoria que favoreceria la fibrosis hepatica y con ella la
produccién de un tejido con menores necesidades energéticas. Asi a menor
vitalidad tisular se reducen los requerimientos metabdlicos. A este respecto,
no solo la fibrosis que rodea los ductulos proliferantes, sino los propios
colangiocitos que lo forman poseen una reducida capacidad metabdlica,
como refleja su reducida actividad citocromooxidasa (Lopez y cols, 1999).

Si se considera que la inflamacién hepatica secundaria a colestasis
obstructiva tiene por finalidad la reparacién es posible que el estudio de las
citoquinas implicadas mejore el conocimiento de los mecanismos
etiopatogénicos que inducen sucesivamente el predominio de la
proliferacion de colangiocitos y de la respuesta fibrogénica. Ya que el
estudio realizado de la concentracidén de citoquinas en el higado de ratas
con colestasis extrahepatica microquirigica representa su contenido en la
totalidad del parénquima hepatico, la disminucidon encontrada podria reflejar
una reduccion de su sintesis y/o almacenamiento. Aunque las citoquinas
estudiadas pueden ser sintetizadas por distintos tipos celulares, epitelio,
endotelio y leucocitos entre otros, nuestro interés se ha centrado en las
células cebadas ya que su numero aumenta de forma considerable en el
parenquima hepatico cuando existe un proceso inflamatorio (Franceschini y
cols, 2006).

En el higado de ratas con reseccidn microquirurgica de la via biliar, a las
4 semanas de evolucion, se ha demostrado que se produce un incremento

significativo de las células cebadas, adoptando una disposicion alrededor de
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los ductulos biliares proliferantes y en intima relacion con los septos fibrosos
(Aller y cols., en prensa).

Las células cebadas pueden sintetizar una gran variedad de citoquinas
(IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-15, IL-16, IL-18, IL-25,
TNF-a, IL-15, IL-16, IL-18 e IL-25), asi como quimioquinas y factores de
crecimiento y hematopoyéticos (Factores de crecimiento de colonias
granulocito-macréfagos (GM-CSF), factor de células pluriopotenciales (SCF),
TGF-B, VEGF, factor de crecimiento nervioso (NGF)), también proteasas,
heparinas e histamina (Metz y cols, 2007; Hu y cols, 2007). Se explica asi
la versatilidad funcional de las células cebadas, las cuales no sélo pueden
iniciar y estimular la inflamacién, sino también especificar el tipo de
respuesta inflamatoria , inhibirla o limitarla (Metz y cols, 2007).

En la colestasis extrahepatica, las células cebadas han sido implicadas en
la capilarizacion sinusoidal, un proceso mediante el cual el endotelio
sinusoidal se transforma en un endotelio propio de capilares y, por esta
razon, los sinusoides hepaticos se asemejan a capilares ya que incluso
poseen membrana basal continua, formada por colageno (Franceschini y
cols, 2006). Pero las células cebadas no solo se acumulan en el higado
durante la evolucion de la colestasis, sino también cuando la colestasis es
revertida por recanalizacion biliar. En este uUltimo caso, la recanalizacion del
colédoco previamente ligado, causa un abrupto y transitorio incremento del
numero de células cebadas en el higado, asociado a una disminucion rapida
del nUmero de ductulos biliares e incremento de células epiteliales biliares
apoptéticas (Takeshita & Shibayama, 2005). Asimismo en pacientes con
colangitis secundaria por obstruccién del colédoco, se observa un elevado
nimero de células cebadas que infiltran la pared del colédoco, la cual sufre
colangitis esclerosante (Gulubova & Vlaykova , 2004).

Las células cebadas activadas producen abundante IL-6, una citoquina
gue protagoniza en el higado la respuesta de fase aguda (Plaut y cols,
1989). Su incrementada produccién por las células cebadas del higado
colestasico, explicaria las elevadas concentraciones plasmaticas de
glicoproteina acida ao; y de tiostatina (Tabla 11, Figura 44) las ratas con
colestasis extrahepdatica microquirdrgica. En ratas con colestasis por

ligadura y seccién de colédoco, la administracion intraperitoneal de LPS
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causa un incremento significativo de la concentracion plasmatica de
glicoproteina acida a; y de baptoglobina; asi como produce elevada
mortalidad (Nielsen vy cols, 2006). Las proteinas de fase aguda tienen
distintas funciones, asi glicoproteina acida «; posee una funcidn
antiinflamatoria (Hochepied y cols, 2003) en tanto que tiostatina (a; MAP)
es un inhibidor de proteinaza plasmatica y, por lo tanto, protege contra la
autodegradacion proteolitica (Fey & Gauldie, 1990). El incremento
plasmatico de glicoproteina &cida a; Yy tiostatina en la colestasis
microquirurgica de la rata también podria ser secundaria a la estimulacion
de LPS, procedente de la traslocacién bacteriana intestinal, que induciria la
produccion de IL-6 y, en consecuencia, la sintesis prioritaria de proteinas de
fase aguda en detrimento de la sintesis de albumina. Por lo tanto, en este
modelo de fibrosis colestasica hepatica, la respuesta de fase aguda
constituiria un mecanismo defensivo contra el proceso inflamatorio hepatico
causante de la reaccion fibroproliferativa. En este supuesto, el incremento
de células cebadas en la colestasis obstructiva favoreceria la respuesta de
fase agua antiinflamatoria, mediante la hiperproduccién de IL-6.

Aunque la cirugia hepatica se asocia con mayor riesgo si existe colestasis,
estudios en roedores con colestasis obstructiva han demostrado que la
colestasis protege al higado de la agresién tanto por isquemia, como por
inflamacion (Georgiev y cols, 2007). Asimismo, la colestasis no suprime la
regeneracidén hepatica post-hepatectomia (Weinbren, 1953), ni la capacidad
proliferativa de los hepatocitos secundaria a la obstruccién del flujo portal
(Mizuno vy cols, 1996).

En la capacidad del higado colestasico para generar una eficaz respuesta
antiinflamatoria, asi como proliferativa, podrian estar implicadas las células
cebadas, lo que sugiere que a lo largo del proceso inflamatorio que conduce
a una intensa respuesta fibrética, éstas células podrian sufrir sucesivos
cambios fenotipicos, obedeciendo a los diferentes tipos de estimulos que
reciben. En este supuesto, se explicaria que su actividad proinflamatoria
inicial se torne antiinflamatoria y pro-mitética y, por ultimo, induzca una
accion remodeladora (Metz vy cols, 2007). Por lo tanto, una vez mas, el
proceso que culmina en fibrosis hepatica, seria un proceso dindmico similar

a la cicatrizacién y mediado por células cebadas, e incluiria las tres fases
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gue se consideran comunes a ambos procesos, esto es, inflamacién, sintesis
de matriz extracelular y remodelacién tisular (Franceschini , 2006).

En los procesos de remodelacion fibrética que acompafian a la
inflamacién crénica, se ha identificado como uno de los principales
reguladores a los linfocitos T de tipo Th,. Las células Th, producen
citoquinas como son IL-4, IL-5, IL-13 e IL-21, que realizan diversas
actividades en la regulacién de la remodelacién tisular y la fibrosis (Wynn,
2008) . La IL-4, junto con otras citoquinas Th;, asi IL-9, IL-10 e IL-13, son
conocidos factores de crecimiento de las células cebadas y responsables,
parcialmente, de su hiperplasia. La capacidad de IL-4 para promover la
proliferacion y diferenciacion de células cebadas se ha demostrado en
roedores y humanos (Smith & Rennick, 1986; Boyce, 2003). Sin embargo,
otras acciones de IL-4 respecto de células cebadas, son también posibles,
dependiendo de ciertas circunstancias, asi mecanismos dependientes de IL-
4, también pueden inducir apoptdsis de células cebadas y suprimir su
desarrollo (Hu y cols, 2007).

Ya que la inflamacidon hepatica colestasica, es un proceso dindmico las
citoquinas implicadas en su produccion también pueden sufrir
modificaciones evolutivas. Por lo tanto, en una fase proinflamatoria inicial,
con predominio de factores que induzcan la proliferacion de células cebadas
(SCF, IL-3, IL-4, IL-9, IL-10 e IL-13) se pueden asociar citoquinas Th; como
son  INF-y, IL-1, IL-6, IL-12, TNF-a e incluso TGF-pB. Este tipo de
interrelacion de distintos tipos de citoquinas durante la evolucion de la
respuesta inflamatoria se ha descrito en otros procesos crénicos como el
asma (Doherty & Broide, 2007). Por lo tanto, la cronicidad de los procesos
inflamatorios obliga a un estudio pormenorizado durante la evolucién para
desentrafar el mecanismo por el que actuan los diversos mediadores
implicados. Puesto que ambos tipos de citoquinas Th; y Th, pueden influir
en la evolucidon del higado colestasico, los resultados obtenidos en el
presente trabajo experimental obligan a ser muy cautos en su

interpretacion.
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Figura 52. La inflamacién hepatica colestasica es un proceso dinamico que sufre
modificaciones evolutivas interrelacionandose distintos tipos de respuestas.

La ictericia obstructiva en roedores se ha descrito que produce elevacion
plasmatica precoz (3 dias) de IL_6, la cual se mantiene a los 5 dias de
evolucion (Fujiwara y cols, 2001) y se asocia con inflamacion portal
mediada por TNF-a e IL-1B y con reclutamiento de neutréfilos (Donner y
cols, 2007). La colestasis obstructiva en este periodo precoz (7 dias) ya
origina la diferenciacion de dos poblaciones diferentes de hepatocitos, esto

es, una periportal con patréon de colestasis y una poblacién normal
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perivenosa central . esta heterogeneidad favorece el cambio de la formacién
de bilis a la zona 3, en tanto que el fenotipo colestasico de los hepatocitos
periportales puede mejorar la agresion hepatocitaria en esta poblacidon
(Donner vy cols, 2007).

La apoptosis hepatocelular es el resultado en esta fase de la acumulacion
de bilis, sales biliares y colesterol (Trauner y cols, 1998). Sin embargo,
también el incremento de citoquinas proinflamatorias, como TNF-a e IL-1B
gue se incrementan significativamente en el plasma favorecen el dafio
tisular en la colestasis obstructiva experimental (Cindoruk y cols, 2007). A
su vez, la activacion de PPARa (receptor alfa de activador de la proliferacion
de peroxisomas) que modula el metabolismo de colesterol y suprime la
sintesis de acidos biliares, produce la disminucién plasmatica de bilirrubina,
enzimas hepaticos (AST, ALT, ALP, GGT), TNF-a e IL-1pB y acidos biliares, asi
como el grado de inflamacién portal y necrosis hepatica en ratas con
ligadura y seccion de colédoco a los 7 dias del postopertorio. Por esta razén
se considera que la induccidon de PPARa reduce la inflamacion post-
colestasis obstructiva, mediante la inhibicion de sus mediadores (Cindoruk
y cols, 2007), y mediante el aumento de la sintesis de enzimas
antioxidantes y, por tanto, reduciendo el estrés oxidativo y la fibrosis
(Toyama y cols, 2004). También se ha demostrado que el higado de las
ratas con colestasis produce gran incremento de TNF-a en respuesta a LPS,
sugiriendose que esta alteracion podria ser causada por la sensibilizacion de
las células de Kupffer a endotoxina (O'Neil y cols, 1997).

Por el contrario, la transferencia génica de hormona estimulante de
melanocitos alfa (MSH-a) reduce significativamente la inflamacién hepatica
en la colestasis experimental precoz (7 dias) asociado a disminucién de
TNF-a e IL-1B, e iNOS (mRNA), marcadores de dicha inflamacién. Se
atribuye esta respuesta a la inhibiciéon por MSH-a de las células de Kupffer y
de las células estrelladas hepaticas en el higado con colestasis obstructiva
(Wang vy cols, 2008).

Otros factores que pueden favorecer la evolucion precoz de la colestasis
obstructiva experimental son la esplenectomia y la administraciéon de
antibioticos. En particular, la esplenectomia incrementa la produccion de IL-

10 una citoquina antiinflamatoria (Hong y cols, 2007). Se explica asi
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también la implicacion de la esplenomegalia en la respuesta inflamatoria
esplacnica en la colestasis obstructiva experimental y en particular en la
inflamacion hepatica. En el ratéon la colestasis extrahepatica produce un
rapido incremento plasmatico de IL-10, a las 24 horas de evolucion, con
disminucidon posterior. El incremento continuo de IL-10 que produce la
esplenectomia durante la primera semana de evolucidon, se asocia con gran
disminucidn del estrés oxidativo en neutroéfilos circulantes y disminucién del
grado de necrosis. Asimismo, la esplenectomia reduce las elevadas
concentraciones plasmaticas de y-IFN que produce la colestasis obstructiva
en el ratdon. Por esta razén, se ha propuesto que la agresién hepatica en la
colestasis es consecuencia de una respuesta esplénica, quiza producida por
bacterias/endotoxina y/o NO, pero dependiente de y-IFN. A su vez, esta
respuesta nociva seria suprimida por el aumento de IL-10, quizd generada
por los linfocitos Th, de la mucosa intestinal, secundario a esplenectomia
(Hong Yy cols., 2007).

Por el contrario, la administracion de antibidticos (estreptomicina y
penicilina) a ratones con colestasis obstructiva aunque suprime la expresiéon
hepatica de iINOS y la produccién de especies reactivas de oxigeno por
neutroéfilos circulantes, causa la muerte de los animales durante la primera
semana de evolucién. Esta alta mortalidad ha sido atribuida al
agravamiento del sindrome hepatorenal que sufren estos animales por la
insuficiencia hepatica y la hiperbilirrubinemia (Hong y cols, 2007). Estos
resultados sugieren que la administracion de antibidticos en este modelo
experimental puede modificar la respuesta inflamatoria esplacnica ya que
producen cambios en la flora intestinal, reduciendo el nUmero de bacterias
entéricas.

Las variaciones en las concentraciones plasmaticas de citoquinas en la
colestasis extrahepatica experimental son oscilantes durante la evolucion
(Plebani y cols, 1999; Hong y cols, 2007). Por ejemplo, TNF posee un
patron fluctuante con altos valores plasmaticos a las 12 h, disminucién
durante el 1*" y 2° dia del postoperatorio e incrementos aislados en los dias
8 y 14. A su vez, las concentraciones plasmaticas de IL-6 son maximas en
el postoperatorio inmediato pero disminuyen progresivamente hasta

alcanzar la normalidd (Plebani y cols, 1999).
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La concentracion plasmatica de citoquinas se correlaciona con la
correspondiente hepdtica en ratas con ligadura y seccion del colédoco a los
28 dias de evolucién. Asi incrementos plasmaticos de NTF-a e IL-10 se
asocian con significativas elevaciones hepaticas. Sin embargo en el higado
disminuyen las concentraciones de IL-6 e IFN-y respecto de animales
seudooperados (Fernandez-Martinez y cols, 2006). Asimismo, indetectables
concentraciones de IL-1B en plasma, se asocian con significantes
incrementos hepaticos en ratas con colestasis extrahepatica de la citada
evolucion. Ya que TNF-a e IL-B1 son citoquinas implicadas en la produccion
de fibrosis, asociadas a TGF-B1, ambas contribuirian a la perpetuacién de la
cirrosis hepatica (Simpson y cols, 1997; Fernandez-Martinez y cols, 2006).
Sin embargo, en la colestasis obstructiva a largo plazo en la rata, la
disminucién de y-IFN hepdtica y plasmatica, se ha atribuido a la inhibicién
que produce IL-10. en este sentido, se ha propuesto que el incremento de
IFN-y, una citoquina de tipo Th;, podria ser regulada por IL-10, una
citoquina de tipo Th, durante la evolucion de las enfermedades hepaticas
(Fernandez-Martinez y cols, 2006). Esta interrelacion entre citoquinas de
tipos Th; y Th, podria favorecer a las ultimas, si se tiene en cuenta que el
higado exhibe un perfil de secrecion de citoquinas que favorece la
polarizacion Th,. En particular, células dendriticas hepaticas tienen
deficiente secrecidon de IL-12 lo que favorece la polarizacion Th,. Asimismo,
células dendriticas co-cultivadas con células epiteliales biliares de rata,
estimulan células T alogénicas a secretar IL-4 e IL-10, en vez de IFN-y
(Cabillic y cols, 2006). Esta modulacién de la produccion de citoquinas Thy,
gque también se ha encontrado en células dendriticas in vivo podria
contribuir a la respuesta inmune especializada del higado (Goddard y cols;
De Creus y cols; Cabillic y cols, 2006).

También el incremento de las citoquinas inflamatorias en ratas con
colestasis obstructiva causan la induccion de Mrp3, una proteina de
transporte de los hepatocitos que ejerce una destacada funcidn
citoprotectora (Bohan y cols, 2003).

En modelos experimentales de colangitis crénica, utilizando una toxina
que lesiona los conductos biliares, se ha demostrado que la evoluciéon con

fibrosis y proliferacién ductular se asocia con un perfil hepatico de
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citoquinas dominante tipo Th; (Tjandra y cols, 2000). Los autores de este
trabajo consideraban que la produccién hepatica de citoquinas y, en
particular, la polarizacidon ya Th; o Th; estaria muy influenciada por el medio
ambiente creado por las células productoras de citoquinas, asi como por la
intensidad del estimulo para la produccién de citoquinas. En este modelo de
colangitis crénica ante el predominio de la produccién de citoquinas Th; en
el higado, los autores preconizaban un tratamiento con IL-10 o con
anticuerpos anti-IL-12 que suprimiria la liberacién de citoquinas Th;
(Tjandra y cols, 2000).

La obstruccion biliar también causa la produccion hepatica de
guimioquinas, con infiltracidn por neutrdéfilos (Saito y Maher, 2000). A las 3
horas de ligadura y seccion del colédoco en la rata se produce la infiltracidon
por neutréfilos que ha sido atribuida a la produccién de quimioquinas por el
epitelio biliar (Saito y Maher, 2000). Las células inflamatorias son
reclutadas por el higado durante la colestasis por quimioquinas C-C, como
MCP-1 (Saito y Maher, 2000). Tanto MIP-2 como MCP-1 ejercen un efecto
nocivo hepatico ya que estimulan la liberacién de Kupffer y los neutrdfilos
(Sprenger y cols, 1997). Por esta razon, la administracién de
glucocorticoides a ratas con ligaduras y seccion del colédoco reduce la
infiltracion de neutréfilos ya que modula la produccién de quimioquinas MIP-
la, MIP-1B, IL-8 y MCP-1, aunque no rescatan al parénquima hepatico de la
lesidn colestasica (Hsieh y cols, 2006).

Los neutrofilos que infiltran el higado en la colestasis obstructiva
experimental se acumulan en las regiones periportales y tras activarse
degranulan y liberan una metaloproteinasa de matriz (MMP)-8 que, sin
embargo, eleva su actividad cuando la via biliar es descomprimida. Por esta
razén se ha propuesto que MMP-8 de neutréfilos puede desempefiar un
papel antifibrogénico. Ya que MMP-8 degrada principalmente colageno I, su
accion podria ser beneficiosa durante la recuperacion del higado colestasico
(Harty y cols, 2005).

La variabilidad en la produccién hepatica de citoquinas también puede ser
atribuida a la elevada sensibilidad del higado a la agresion por las bacterias
0 sus toxinas, cuando sufre colestasis (Lechner y cols, 1998). Asimismo, la

infeccidén y la sepsis son habituales acompafiantes de la colestasis (Geier y
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cols, 2006). Una de las causas de esta interrelacion es el deficiente
aclaramiento de endotoxinas por las células de Kupffer en ratas con ligadura
y seccién del colédoco (Kennedy y cols, 1999). Lipopolisacaridos son
endotoxinas liberadas en la circulacién por translocacién bacteriana
intestinal en la colestasis experimental y estimulan la produccion por células
de Kupffer y otros macréfagos de TNF-a, IL-1B e IL-6. A su vez, estas
citoquinas estan implicadas en la alteracién de la secrecion biliar. En
particular TNF-a es un mediador importante de este efecto patoldgico ya
que inhibe la expresién de acuaporina (AQP)-8, una molécula que a nivel
intracelular redistribuye el dominio canalicular biliar, incrementando la
permeabilidad canalicular osmética del agua y, por lo tanto, facilitando su
movimiento osmoético (Lehmann y cols, 2008). La endotoxina también
menoscaba la capacidad hepatica de las ratas cirrdticas para sintetizar urea
(Nielsen y cols, 2007). Estas alteraciones producidas por LPS, son de
particular interés por su relacién intima con la produccién de citoquinas
proinflamatorias tipo Th;. asi la administracion de LPS a ratas con colestasis
obstructiva produce gran incremento en la produccidén de TNF-a en higado y
bazo. Se ha propuesto que el incremento de la produccién hepatoesplénica
de TNF-a es secundaria al aumento de la sensibilidad de los macréfagos a
endotoxina en la ictericia obstructiva (O’'Neill, 1997).

Se ha demostrado que lipoproteina de alta densidad reconstituida (rHDL)
reduce el efecto de LPS en TNF-a asi como en las alteraciones
hemodinamicas que caracterizan el modelo de colestasis en la rata por
ligadura y seccién del colédoco (Ramirez, 2004). Ya que rHDL también
restaura la actividad eNOS hepatica, disminuye las concentraciones
plasmaticas de TNF-a, asi como los niveles plasmaticos y hepaticos de LPS
proteina de union (LBP) y reduce la presion portal, en dicho modelo
experimental, tratado con LPS, se ha concluido que son las propiedades
antiinflamatorias en ratas cirréticas las responsables de la atenuacién de
efectos patoldgicos que se asocian a la colestasis obstructiva experimental
cuando se administra LPS (Thabut y cols, 2007).

Aunqgue la colestasis aumenta el nimero de células inflamatorias, como
linfocitos T y B y monocitos-macrofagos, reduce la expresion de los

correspondientes marcadores de activacién celular y, por tanto, el resultado
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es la reducida respuesta de las células inflamatorias creando un estado de
inmunosupresion. La disminuida respuesta de las células inflamatorias se
considera relacionada con la hiperproduccion de especies reactivas de
oxigeno o estrés oxidativo, y con la reducida actividad fagocitaria de estas
células. Esta inmunodeficiencia no solo es revertida por el drenaje biliar en
la ictericia obstructiva experimental, sino también por tratamiento con
anticuerpos anti-TNF-a (Padillo y cols, 2007).

El estrés oxidativo es un mecanismo etiopatogénico de primer orden en la
colestasis extrahepatica experimental (Wright y cols, 2007), lo que se ha
demostrado por los efectos beneficiosos de los tratamientos con
antioxidantes (Liu y cols, 2001; Soylu y cols, 2006; Cruz y cols, 2007). Sin
embargo, el tratamiento con antioxidantes (vitaminas E y C) aunque atenua
el desarrollo de la fibrosis hepatica, no mejora la lesidon necroinflamatoria en
ratas con ligadura y seccién de colédoco (Soylu y cols, 2006).

Sin embargo, el higado colestasico es mas resistente que el normal a la
agresion isquémica. Asi, cuando se somete a isquemia se reduce la lesidn
hepatica, se altera la actuacién de NF-«B, se inhibe la transcripcion de TNF-
a y se reduce la respuesta inflamatoria respecto del parenquima hepatico
normal (Georgieu y cols, 2007). Se ha considerado que este efecto
protector estaria mediado por un factor sistémico que no seria bilirrubina.

También el higado colestasico de la rata mantiene una capacidad para la
producciéon de proteinas de fase aguda, similar al higado normal. Por lo
tanto, su contribucion en la respuesta de fase aguda es normal (Nielsen y
cols, 2006).

A su vez, la respuesta inflamatoria hepatica no siempre tiene un signo
irreversiblemente adverso. Asi, en ratas con colestasis extrahepatica la
expresion de quimioatractante de neutrofilos inducido por citoquina (CINC)-
1 y de ICAM-1, que son necesarias para el reclutamiento de neutrofilos y
para la adhesion firme de las células inflamatorias al endotelio y su
posterior diapedesis (Ishihara y cols, 2006), producen la infiltracion del
higado ocupando principalmente los tractos portales en intima relacién con
las células epiteliales biliares proliferantes y con las areas de fibrosis. Se ha
demostrado que los macréfagos hepaticos activan la produccién de CINC-1

e ICAM-1 favoreciendo el reclutamiento de neutrofilos en los tractos
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portales del higado colestasico, los cuales pueden ejercer una funcién
antifibrética ya que mediante la liberacion de enzimas (metaloproteinasas
de matriz) degradan la matriz extracelular formada. Asi, tras recanalizacion
de la via biliar de ratas colestasicas, la deplecién de los macréfagos
hepaticos reduce la infiltracion por neutréfilos y, por tanto, retrasa la
reparacién (Roggin y cols, 2000; Harty y cols, 2005; Harty y cols, 2008).

La ictericia también es un imporante mediador de la respuesta
inflamatoria hepatica en la colestasis extrahepatica experimental. La
bilirrubina se produce por la reduccidon de la biliverdina por la biliverdin-
reductasa (Schmidt, 1975). Entre sus propiedades bioldgicas destacan sus
acciones beneficiosas como son la antioxidante, antiapoptotica,
antimutagénica e inmunomoduladora (Vitek y Shwertner, 2007; Bulmer y
cols, 2008). Por ejemplo, en ratones con endotoxemia, la bilirrubina se ha
demostrado que por su administracion monodosis es capaz de ejercer un
importante efecto antioxidante asi como una intensa actividad
antiinflamatoria (Moseley, 1999). En particular, en la sepsis, la
hiperbilirubinemia precede a los hemocultivos positivos en dos tercios de los
casos (Marrero y cols, 2003). Estos resultados sugieren que la funcién
inmunoreguladora de bilirrubina influye en la evoluciéon de la respuesta
inflamatoria esplacnica y sistémica secundaria a la colestasis extrahepatica
experimental.

La proliferacion biliar en la colestasis extrahepatica de la rata se asocia
con una intensa proliferacién del plexo peribiliar (Gaudio y cols, 1996) y se
ha considerado un intento del epitelio de restaurar la secrecién biliar normal
(Beaussier y cols, 2005). La intima relacién entre la proliferacién biliar y del
plexo peribiliar indicaria el efecto nocivo que la isquemia arterial ejerceria
en el epitelio biliar, durante la evolucidn de la colestasis extrahepatica
experimental. Sin embrgo, la proliferacién biliar es capaz, sin producir
importante fibrosis, de restaurar la funcion biliar cuando se asocia isquemia
arterial (Beaussier y cols, 2005). Estos resultados sugieren que existe una
relacién patogénica entre colangiocitos y células endoteliales, la cual
mediaria los cambios adaptativos de éstas células durante la evolucion de la
colestasis. Sin embargo, la informacidon que existe respecto al aporte

vascular arterial del higado en situaciones patoldgicas, es muy limitada. La
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isquemia arterial hepatica se ha demostrado que reduce la produccién de
VEGF-A por los colangiocitos en ratas con ligadura y seccion del colédoco.
Por lo tanto, factores que favorezcan la isquemia arterial hepatica
dificultarian la proliferacién biliar y activarian la apoptosis (Gaudio y cols,
2006). Ya que la inflamacidén portal y la fibrosis periductular en la colestasis
extrahepatica de la rata son estimuladas por la proliferacion de los
colangiocitos, mediante la secrecién de citoquinas y quimioquinas que
activan las células estrelladas hepaticas, si se asocia isquemia arterial
hepatica se reduce el grado de necrosis, de inflamacion portal y de fibrosis

periductular (Grappone y cols, 1999; Gaudio y cols, 2006).

Figura 53. La inflamacion portal y la fibrosis periductular en la colestasis
extrahepatica de la rata es estimulada por los colangiocitos mediante la secrecion
de citoquinas que activan las células estrelladas.
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Por lo tanto, en este modelo experimental de colestasis obstructiva, la
prevencion del estrés oxidativo y de la respuesta inflamatoria reduce el
dafio hepatico (Karaman y cols, 2006; Yilmaz y cols, 2007), sin embargo,
ambas respuestas patogénicas también desempefian un papel beneficioso,
cuya utilizacion puede ayudar en el planteamiento de nuevos tipos de
terapias que permitan la reversibilidad de las alteraciones histoldgicas.

Puesto que uno de los mas importantes empleos que podria tener el
modelo de colestasis microquiridrgica en la rata es el ensayo de terapias
antifibrogénicas, en el presente trabajo se ha estudiado mediante la tincidn
del Rojo Sirio (Iredale, 2007), el grado de fibrosis. Estudios previos en este
modelo experimental han demostrado que el grado de fibrosis utilizando
este método de tincion del colageno, es mas especifico que la determinacién
del indice de actividad histoldgica de Knodel (Sanchez-Patan y cols.
Microsurgery “en prensa”). Por lo tanto, los resultados obtenidos en el
presente trabajo confirman la validez de este modelo experimental de
colestasis microquirlirgica para el estudio, profilaxis y tratamiento de la
fibrogénesis hepatica colestasica.

En el higado normal las células cebadas estan en intima relacién con los
tractos portales y estan implicadas en las respuestas inmunoldgicas asi
como en el mantenimiento y reparacion del tejido conectivo. En ratas con
colestasis de larga evolucion se produce hiperplasia de células cebadas
hepaticas con degranulacidon. Aunque esta alteracion no coincide con el
inicio de la fibrosis hepatica, sin embargo acontece cuando se produce una
significativa sintesis y organizacién de los elementos que constituyen la
matriz extracelular. Por esta razén, se ha propuesto que las células cebadas
hepaticas, mediante la liberacién de mediadores profibrogénicos, podrian
contribuir a las alteraciones fibroticas que se producen en la cirrosis biliar
(Rioux y cols, 1996). Sin embargo, las proteasas producidas por células
cebadas también podrian aumentar la resistencia hepatica a toxinas
enddgenas como sucede en la clinica humana (Metz y Maurer, 2007) en
cuyo caso, destacaria su capacidad antiinflamatoria o bien produciendo
inmunotolerancia en la colestasis extrahepatica experimental. La reducida
concentracién de citoquinas proinflamatorias en estos animales podria

sugerir dicha posibilidad.
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La hipertension portal es una complicacion de la colestasis extrahepatica
en la rata y se ha considerado de tipo sinusoidal ( Abraldes y cols, 2006).
Tanto la colestasis macroquirirgica como microquirdrgica en la rata
producen circulacidon hiperdindmica y desarrollo de circulacidon colateral
portosistémica (Lee y cols, 1986; Sikuler y cols, 2004; Aller y cols, 2004).

La hipertensién portal es un sindrome clinico que se define por la
elevacién patolégica de la presién sanguinea en el sistema venoso portal
(Moreau y Lebrel, 2006). Se manifiesta clinicamente con ascitis,
encefalopatia portosistémica y varices hemorragicas y, frecuentemente, es
causa de muerte (Mahl y Groszmann, 1990). Estas complicaciones de la
hipertensidon portal en la clinica humana también son propias de las ratas
con colestasis extrahepatica si bien ocurren con un periodo evolutivo
significativamente mas reducido.

Se ha propuesto que la hipertensiéon portal seria causante de una
inflamaciéon de bajo grado esplacnica y sistémica y, por esta razon, las
alteraciones histoldgicas y bioquimicas que se producen durante su
evolucion se han considerado como mecanismos etiopatogénicos de dicha
respuesta inflamatoria (Aller y cols, 2007a). En este sentido, los resultados
del presente trabajo experimental referente a las concentraciones de
citoquinas en el intestino delgado (ileon) y ganglios linfaticos mesentéricos
de ratas con colestasis de larga evolucion, parecen avalar dicha hipoétesis.

El tracto gastrointestinal sufre de inmediato el incremento de la presion
venosa portal que causaria una redistribucion del flujo sanguineo en su
pared, con aumento en la muscularis mucosa y disminuciéon en la mucosa.
La hipoxia de la mucosa intestinal se ha atribuido a la vasoconstriccidon
arteriolar, en tanto que en la muscularis mucosa se produciria
vasodilatacion arteriolar (Davis y Gore, 1985). En consecuencia, la agresién
isquémica con posible incidencia del fenémeno de isquemia
revascularizacién, asociado al aumento de la presion en las vénulas
postcapilares, serian los factores que inicialmente desencadenarian la
respuesta inflamatoria intestinal cuando se produce hipertension portal. La
hipoxia en la mucosa intestinal causa estrés oxidativo y nitrosativo, asi
como favorece la expresion de factor inducible de hipoxia (HIF)-1 que, a su

vez, estimula la expresion de genes que responden a la hipoxia. Por este

132



Discusion

mecanismo se facilitaria la supervivencia de las células cuando sufren
deprivacion de oxigeno ya que el metabolismo celular se adapta a las
condiciones de falta de oxigeno que impone la hipertension portal (Davies y
Tripathi, 1993).

Como consecuencia del fendmeno de isquemia-revascularizacion
intestinal, en las fases evolutivas iniciales de la hipertensién portal se
produciria estrés oxidativo y nitrosativo con edema e infiltracion por
neutrofilos. Esta respuesta exudativa también la sufriria el peritoneo,
produciendo derrame exudativo intra y extraperitoneal, este ualtimo
infiltrando el espacio retroperitoneal de las ratas con hipertension portal. La
naturaleza inflamatoria de esta respuesta se ha sugerido por la inhibicién
que produce budesonida, un farmaco esteroideo antiinflamatorio (Vega de
Ceniga y cols, 2003). Ya que budesonida también posee un efecto
antiinflamatorio en la respuesta alérgica a los alergenos, por inhibicion de
factores de transcripcion reguladores de esta respuesta inflamatoria, como
son AP-1 y NF-xB (Barnes, 2001), se ha propuesto que en la inflamacion
secundaria a hipertension portal también podrian participar mediadores y
mecanismos similares (Vega de Ceniga y cols, 2003).

En este sentido, se ha demostrado que Ketotifeno, un farmaco
estabilizador de la membrana de células cebadas (Grant y cols, 1990)
reduce la presién portal, el nUmero de células degranuladas en el ciego y la
concentracién de proteasa de células cebadas de rata (RMCP)-II en los
ganglios linfaticos mesentéricos de ratas con hipertension portal prehepatica
(Aller y cols, 2007c). Entre los mediadores liberados por células cebadas
que pueden causar vasodilatacion y edema, por aumento de la
permeabilidad vascular, destacan histamina y serotonina (Galli y cols,
2005). También las proteasas de células cebadas pueden regular el tono del
lecho vascular esplacnico y producir degradacion de la matriz extracelular
con edema. En particular, RMCP-II que es un mediador especifico de la
degradacion de células cebadas de la mucosa, puede modular la funcién
vascular por su capacidad para convertir angiotensina I en angiotensina II,
un poderoso vasoconstrictor que produce isquemia de la mucosa pero que
también causa aumento de la permeabilidad y favorece el reclutamiento de

células inflamatorias en los tejidos (Galli y cols, 2005).
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Angiotensina II y RMCP-II por sus acciones patoldgicas en la mucosa
intestinal, también podrian ser causantes de traslocacién bacteriana a los
ganglios linfaticos mesentéricos, donde activarian el quimiotactismo para
células cebadas, agravando asi la respuesta inflamatoria esplacnica
(Stenton y cols, 1998).

La demostracion del incremento de células cebadas en intestino delgado
y ganglios linfaticos de ratas con hipertensidon portal prehepatica (Diez-Arias
y cols, 2001) permite suponer que estas células estan implicadas en las
alteraciones intestinales secundarias al aumento de presién portal aunque
su funcidon podria ser ambivalente, esto es, ya perjudicial o beneficiosa
(Farhadi y cols, 2007; Hu y cols, 2007).

El sistema inmunitario intestinal constituye la parte mas extensa y
compleja del sistema inmunitario. En el intestino, los multiples mecanismos
de defensa existentes, comprenden principalmente enzimas digestivos, flora
intestinal, epitelio intestinal y el tejido linfoide asociado al intestino (GALT:
Gut-Associated Lymphoid Tissue). GALT, se divide en dos compartimientos,
el organizado, constituido por foliculos linfoides aislados, foliculos linfoides
asociados o placas de Peyer y ganglios linfaticos mesentéricos, y el difuso,
integrado por poblaciones de linfocitos integrados en el epitelio (linfocitos
intraepiteliales) o en la [dmina propia intestinal (linfocitos de Idmina propia)
(Mowat, 2003; Ramiro-Puig y cols, 2008).

En particular, los linfocitos T, activados por células que tienen capacidad
para presentar antigenos, pueden diferenciarse en linfocitos Th;,
productores de IFN-y, IL-2 y TNF-a, linfocitos Th,, productores de IL-3, IL-4,
IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13, linfocitos Th;;, productores de IL-17 e IL-6 y
linfocitos T reguladores (Treg) productores de IL-10 y TGF-B (Ramiro-Puig y
cols, 2008). Las células presentadoras de antigenos, una capacidad que
poseen las células cebadas, una vez activadas pueden migrar a los ganglios
linfaticos mesentéricos (Elson y cols, 2005; Bischoff y Kramer, 2007). Las
células cebadas suelen estar en contacto con la superficie epitelial y con los
vasos sanguineos y nervios intestinales. Por lo tanto, son un importante
componente de la respuesta inmune innata de la mucosa intestinal (Dror y
cols, 2000). Asi, ante la agresién parietal intestinal se activan y degranulan

o bien tras activacion migran a los ganglios linfaticos mesentéricos y su
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funcion puede ser doble, esto es, participe de la respuesta inflamatoria
intestinal o bien en tanto que componente del mecanismo de defensa
intestinal puede realizar una respuesta protectora (Farhadi y cols, 2007). La
IL-3 es requerida por células cebadas de roedores para sufrir hiperplasia en
respuesta a diversos estimulos. Ademas, las citoquinas IL-4, IL-9, IL-10 e
IL-3, también denominadas factores de crecimiento de células cebadas
tienen acciones sinérgicas favoreciendo su proliferacion y diferenciacion en
presencia de IL-3. Otros factores que promueven el desarrollo de células
cebadas son PGE,, un factor inflamatorio inducido por LPS en macréfagos,
TNF-a, ya que su deficiencia causa apoptosis de células cebadas, IL-6, que
promueve su diferenciacion. A su vez, IFN-y suprime la activacion y
desarrollo de células cebadas en roedores (Hu y cols, 2007). Estas acciones
de citoquinas en las células cebadas son variables dependiendo del
ambiente bioquimico y la concentracion relativa de cada una de ellas. Asi,
IL-4, es una citoquina Th, multifuncional que asociada a IL-10 favorece el
crecimiento de células cebadas, en tanto que asociada a IL-13 puede causar
su apoptosis y suprimir el desarrollo (Hu y cols, 2006).

En las ratas con colestasis extra hepatica el incremento de citoquinas
proinflamatorias de tipo Th; y Th, en el intestino delgado y ganglios
linfaticos mesentéricos sugiere la existencia de una respuesta inflamatoria
esplacnica. Los estimulos que pueden originarla son diversos. En primer
término la obstruccidn biliar favorece la traslocacién bacteriana intestinal y
causa endotoxemia (Ding y cols, 1993). A su vez, el empleo prolongado de
antibidticos, erradica la microflora intestinal normal e incrementa Ila
concentracion sérica de bilirrubina (Vitek y cols, 2005). La ictericia
obstructiva experimental también es causante de la estimulacién en la
mucosa intestinal de linfocitos Th, que producen IL-10 y, por consiguiente,
incremento de la secrecion de IgA. A su vez IFN-y procedente de
esplenocitos activados podria suprimir la secrecién intestinal de IL-10 por
linfocitos Th, y, por lo tanto, agravar la respuesta inflamatoria (Hong,
2007).

El estrés oxidativo de la mucosa intestinal en ratas con colestasis
extrahepatica, se considera un importante factor en la producciéon de

lesiones tanto intestinales como hepaticas. Por esta razon, todos los
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tratamientos antioxidantes mejoran la funciéon de la barrera intestinal y
protegen al higado de la lesion por colestasis (Assimakopoulos y cols,
2007a; Portincasa y cols, 2007).

TNF-o es una citoquina proinflamatoria implicada en la traslocacién
bacteriana desde el intestino a los ganglios linfaticos en ratas cirréticas. Se
ha demostrado que la administracion de anticuerpos anti-TNF-a disminuye
en estos animales la incidencia de traslocacién bacteriana intestinal
(Frances y cols, 2007).

Las células cebadas tienen la capacidad de almacenar TNF-a
presintetizado y, por tanto, pueden espontdneamente liberar esta citoquina
cuando son activadas en la colestasis experimental, ya por estrés oxidativo,
endotoxina o bacterias que translocan desde la luz intestinal. Por lo tanto, el
exceso de células cebadas en el intestino y en los ganglios linfaticos,
secundario a hipertensién portal, podria favorecer la liberacion de grandes
cantidades de TNF-a. Se ha considerado que TNF-a causa vasodilatacién,
mediada por PGI, y NO (Gordon y Galli, 1990). En este caso, la liberacién
de TNF-a por las células cebadas participaria en el desarrollo de la
circulacién hiperdindmica que sufren las ratas con colestasis obstructiva.

En el sindrome de circulacion hiperdinamica que se produce en la
hipertensién portal cirrdtica, participan tanto la disminucién de las
resistencias vasculares periféricas, como del territorio esplacnico (Gatta y
cols, 2008). La esplenomegalia es constante en la hipertension portal en la
rata con colestasis obstructiva. Sin embargo, la congestién no es la Unica
causa de esplenomegalia, ya que otros mecanismos incluso inmunoldgicos
participan en su produccion. Las ratas con ligadura y seccién del colédoco
presentan circulacion intraesplénica hipodinamica, asociada con disminucién
de TNF-a y fosforilacion de eNOS, asi como incremento en la expresién de
VEGF (Yamaguchi y cols, 2007). En ratas con colestasis extrahepatica, se
ha demostrado que los esplanocitos poseen una respuesta inmune alterada.
La inmunosupresiéon demostrada en la respuesta de injerto contra huésped,
se inicia a las 2 semanas de la ligadura y seccion de colédoco y persiste a
las 6 semanas del postoperatorio (Chaignaud y cols, 1994). Los valores de
citoquinas proinflamatorias en el bazo de los animales con colestasis en el

presente trabajo experimental, ya que no sufren alteraciones significativas

136



Discusion

respecto de los animales seudo-operados, también sugieren la existencia de
una pobre respuesta inmune esplénica. Sin embargo, se ha descrito que en
ratones coletasicos la produccién de IFN-y por los esplenocitos activados
podria suprimir la secrecidn intestinal de IL-10 por linfocitos de tipo Th,,
agravando o manteniendo la inflamacién tanto intestinal como hepatica
(Hong y cols, 2007). Ya que estos hallazgos corresponden a una fase
evolutiva precoz (7 dias) es posible que no puedan extrapolarse a fases
evolutivas consideradas cronicas en estos modelos experimentales de
colestasis extrahepatica.

El aumento de la densidad de células cebadas en los ganglios linfaticos
mesentéricos de ratas con hipertensidon portal, se ha sugerido que podria
ser secundario a su migracion desde el intestino inflamado. A su vez, la
activacion de las células cebadas en los ganglios linfaticos mesentéricos
podrian colaborar en la produccion de adenitis mesentérica, asi como
constituir una fuente de mediadores inflamatorios localizada entre el tracto

gastrointestinal y la circulacidon sanguinea sistémica (Prieto y cols, 2005).

Figura 54. El aumento de la densidad de células cebadas en los ganglios linfaticos
mesentéricos podria colaborar en la produccién de adenitis mesentérica y ademas
constituir una una fuente de mediadores inflamatorios.
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La histamina es sintetizada y almacenada en las vesiculas de células
cebadas (Galli y cols, 2005) y modula la respuesta inmune mediante la
estimulacidén de cuatro subtipos de receptores (Ogasawara y cols, 2006). Se
ha especulado con la posibilidad de que el contenido de histamina en el
bazo pudiera atenuar la respuesta inmunoldgica actuando en receptores de
linfocitos T, macrofagos y células cebadas. Incluso el alto contenido de
histamina esplénica podria alterar el balance Thi/Th, actuando en
receptores de histamina en los linfocitos T (Ogasawara y cols, 2006).

Se ha descrito en ratas con reseccion intestinal una disminucion en la
produccion por células esplénicas de IFN-y, una citoquina de tipo Th;, en
tanto que la produccién de IL-4 no se modifica y, por esta razén, se produce
una variacion del balance Th;/Th, hacia la subpoblacién Th,. Los autores
también encuentran una hiperproduccion de IL-6, una citoquina que se
produce siempre que existe estrés quirdrgico y que estimula en higado e
intestino la produccion de reactantes de fase aguda, como a;-MAP, proteina
acida inmunosupresora (IAP) y proteina C reactiva entre otras (Murata y
cols., 1990). Ya que IAP modula la expresion de antigeno CD4 por linfocitos,
el incremento de la produccién de IL-6 podria ser uno de los factores
causantes de supresién de la funcidn linfocitaria, con deplecién de células
TCD4* o potenciacion de la respuesta por células Th,. A su vez, la depresion
de células T CD4* y CD8"* en el GALT aumentaria la traslocacidon bactriana
intestinal (Gautreaux y cols, 1995; Murakami y cols, 2007).

La hipertensidon portal en la rata a las seis semanas de evolucién causa
enteropatia hipertensiva portal que se caracteriza por el aumento del
nimero y didmetro de los vasos sanguineos submucosos, el cual se
correlaciona con el grado de infiltracion por células cebadas (Diez Arias,
2001). La hiperactividad angiogénica es la causa de esta alteracion
estructural y entre otros factores se ha atribuido a la excesiva liberacion de
mediadores proangiogénicos por las células cebadas intestinales (Prieto y
cols, 2005).

La capacidad que tienen las células cebadas para sintetizar diferentes
mediadores implicados en la respuesta inflamatoria podria explicar que
estas células participen en diferentes fases evolutivas de la hipertensidon

portal. En particular, en las fases tardias la produccién de histamina y
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heparina promueve la angiogénesis , asi como la proliferacién fibromuscular
en la pared intestinal (Aller y cols, 2007c). Asimismo, histamina puede
favorecer la produccién de VEGF a través de la estimulacién de receptores
H, (Ghosh y cols, 2001) y las células cebadas pueden liberar VEGF y otros
factores de crecimiento en la mucosa y submucosa intestinal de las ratas
con hipertension portal, que modularian asi el proceso angiogénico
esplacnico (Aller y cols , 2007b).

En la hipertension portal experimental el proceso de remodelacion
esplacnico también incluye la hiperplasia de células caliciformes a lo largo
del tracto gastrointestinal (Corcuera y cols, 2005; Sanchez-Patan y cols,
2006). Ya que la hiperplasia de células caliciformes con hipersecrecién de
moco es una alteracion caracteristica de la remodelacién del tracto
respiratorio en los procesos inflamatorios créonicos (Chung, 2001; Okayama
y cols, 2007) se ha propuesto que la alteracion inflamatoria croénica
intestinal en la hipertensidon portal experimental podria tener mecanismos
etiopatogénicos similares (Aller y cols, 2007b).

En esta fase crdnica de la hipertension portal las células cebadas también
podrian desempefiar una accién inmunosupresora, ya suprimiendo o
terminando la respuesta inmune, lo que facilitaria la remodelacion. Asi se ha
descrito que las células cebadas inducen la tolerancia a injertos de piel (Luy
cols, 2006). También en la enfermedad inflamatoria intestinal se ha
encontrado que en las areas de inflamacién activa esta disminuida la
densidad de células cebadas (King y cols, 1992).

En el presente trabajo experimental no se han encontrado variaciones
significativas en las concentraciones de RMCP-II en ileon ni en ganglios
linfaticos mesentéricos. Las células cebadas de los roedores tienen dos
fenotipos, el mucoso (MMC) y el de tejido conectivo (CTMC) que distinguen
la localizacion anatdmica (Befus y cols, 1988). A su vez, cada subtipo posee
proteasas especificas que los identifican. En las ratas MMC contiene RMCP-
II, en tanto que CTMC contienen una proteasa distinta denominada RMCP-I
(Woodbury vy cols, 1980). Por lo tanto, en ratas con colestasis
microquirdrgica el incremento de células cebadas en intestino delgado y
ganglios linfaticos mesentéricos, podria ser realizado a expensas de CTMC lo

gue explicaria la no deteccién de RMCP-II por exclusion.
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El fenotipo CTMC en el intestino y ganglios linfaticos mesentéricos de
ratas con colestasis extrahepatica microquirldrgica, puede mediar la
respuesta inflamatoria leucocitaria, ya que produce quimioquinas, que
favorecen su reclutamiento (Schramm vy Thorlacius, 2004). Tras ser
activadas, las células cebadas también producen metabolitos del acido
araquiddénico, como leucotrienos (LTC, y LTD4) y prostaglandinas (PGD,)
(Raud , 1989) y multiples citoquinas, como IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-
13 y TNF-a. Los resultados obtenidos en el presente trabajo respecto de la
concentracion de citoquinas intestinales y en ganglios linfaticos
mesentéricos, sugiere que coexiste un incremento de citoquinas
proinflamatorias de tipos Th; y Th,. Estos resultados son similares a los
encontrados por otros autores en la respuesta inflamatoria alérgica del
tracto respiratorio donde coexisten incrementos de IL-4 e IL-10 (Thy) con
incremento de la concentracién de TNF-a (Th;) (Drazen y cols, 1996;
Yamashita y Nakayama, 2008). Se explica asi también porque en humanos
LPS es un factor de riesgo con asmaticos. Se ha demostrado que LPS activa
células cebadas mediante TLR4 (Toll Receptor) (Okumura y cols, 2003). A
su vez, linfocitos Th, podria producir IL-4 que activarian células cebadas.
Incluso, es posible que los niveles de LPS, determinen el tipo de respuesta
inflamatoria ya que altas concentraciones de LPS produce una respuesta Th;
que es especifica del antigeno, en tanto que bajas concentraciones de LPS
causan sensibilizacion Th, (Eisenbarth y cols, 2002). Por lo tanto, es posible
gque en la enteropatia hipertensiva portal ambos tipos de respuesta
inflamatoria, Th; y Th, interactlen en cuyo caso deberia ser considerada
mixta. La comprensién de los mecanismos etiopatogénicos implicados en
este tipo de respuestas inflamatorias facilitara el desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas (Kato y Scheleimer, 2007). Asimismo, otras
patologias gastrointestinales mediadas por mastocitos podrian también
beneficiarse terapéuticamente (Scott y cols, 1975; Siegert S. y cols, 2004;
Patnaik y cols, 2007).

Por ultimo, en este modelo experimental de colestasis extrahepatica
microquirdrgica se podria considerar que ambos factores, esto es,
insuficiencia hepatica crénica y enteropatia inflamatoria, se asocian

agravando la evolucidn del proceso inflamatorio sistémico. Se explicaria asi
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la elevada mortalidad a corto plazo si los animales no son tratados con
antibioticos y vitamina K. En este supuesto, la participacion de las células
cebadas en la evolucibn de Ila respuesta inflamatoria permitiria
inmunomodular el proceso ya que ante estimulos nocivos es capaz de
ajustar la respuesta con gran especificidad, favoreciendo o restringiendo la

inflamacién (Galli y cols, 2005).
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Conclusiones

La colestasis microquirdrgica en la rata con reseccion de la via biliar
extahepatica es una alternativa valida a la colestasis macroquirurgica
por ligadura y seccién del colédoco, para la potenciacion de un
modelo experimental de colestasis obstructiva a largo plazo.

Este nuevo modelo experimental de colestasis extrahepética cursa a
largo plazo con ictericia, circulacion colateral portosistémica,
insuficiencia hepética cronica, respuesta de fase aguda y ascitis.

El estudio morfométrico hepatico realizado, ha permitido determinar
el grado de fibrosis. Se obtienen asi un resultado que es de interés
para la utilizacién ulterior de este modelo en el ensayo de terapias
antifibrogénicas.

Las concentraciones de citoquinas de tipo Th; (TNF-a e IL-1B) y Th,
(IL-4 e IL-10) presentan una disminucion hepética con incremento
progresivo en bazo, intestino delgado y ganglios linfaticos. Esta
heterogeneidad en su distribucion reflejaria la existencia de

diferentes mecanismos patogénicos interrelacionados.
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