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I.    RESUMEN  

        

         Introducción. El desarrollo de fibrosis hepática e hipertensión portal  en 

múltiples hepatopatías crónicas de etiología diversa es un proceso multifuncional, 

mediado por células inflamatorias que liberan mediadores fibrogénicos, que tiene 

además como consecuencia una angiogénesis excesiva. La  administración de 

células madre de origen mesenquimal en un modelo experimental 

microquirúrgico de colestasis extrahepática podría revertir la fibrosis biliar 

hepática y, por consiguiente, la insuficiencia hepática crónica, así como la 

hiperactividad angiogénica esplácnica, que está implicada en la aparición de 

hepatoesplenomegalia, circulación colateral porto-sistémica, enteropatía 

hipertensiva portal y vasculopatía venosa mesentérica  

        Material y Métodos. Para verificar ésta hipótesis se ha realizado un estudio 

experimental en ratas Wistar. En primer lugar se diseñó un grupo preliminar, 

constituído a su vez por 3 subgrupos: Un  subgrupo de ratas seudooperadas 

(SO) y otros 2 subgrupos, formados por ratas con colestasis microquirúrgica que 

se diferenciaban entre sí en función del período postoperatorio en el cual se les 

administraban células madre (precoz, a las 24 horas, o tardío, a las 2 semanas 

de postoperatorio), así como respecto del tipo de células madre administradas 

(células madre de origen mesenquimal indiferenciadas vs. células madre 

mesenquimales prediferenciadas a hepatocitos). Una vez analizados los 

resultados preliminares de este primer grupo, se realizaron otros grupos 

experimentales adicionales: 1 grupo de colestasis microquirúrgica y sacrificio a 

las 2 semanas de post-operatorio (C-2s); 2 grupos formados por ratas con 

colestasis microquirúgica a las que se administraban bien suero salino o células 

madre mesenquimales  a las 2 semanas de post- operatorio y se sacrificaban a 

las 5 semanas de evolución (CS-5s y CCM-5s) y por último,  otros 2 grupos 

constituídos por ratas con colestasis microquirúgica a las que se administraban 

suero salino o células madre  mesenquimales  a las 2 semanas del post-

operatorio y se sacrificaban a las 8 semanas de evolución (CS-8s y CCM-8s ). En 

todos los animales se ha estudiado la presencia de ascitis, de vasculopatía 

venosa mesentérica, hipertensión portal y el desarrollo de circulación colateral 

porto-sistémica. Así mismo, se cuantificaron las concentraciones séricas de 

parámetros de función hepato-biliar por fotocolorimetría. Por último, se realizó un 

estudio histopatológico hepático con microscopía óptica y tinción de Rojo Sirio y 
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tricrómico de Masson para cuantificar el área de fibrosis hepática, de 

proliferación biliar y de hepatocitos. Además, con microscopio de fluorescencia 

se ha demostrado la persistencia  de las células  madre mesenquimales de 

origen adipocítico con las que fueron tratadas las ratas con colestasis.   

        Resultados: Respecto a los tres grupos  iniciales estudiados, se obtuvieron 

datos histológicos y bioquímicos más favorables en el grupo de ratas con 

colestasis microquirúrgica a las que se administraron por vía intrahepática a las 

dos semanas del postoperatorio células madre mesenquimales de origen 

adipocítico que fueron prediferenciadas in vitro a hepatocitos. Por lo tanto, los 

grupos de estudio que se diseñaron posteriormente estaban formados por ratas 

con colestasis microquirúrgica  a los que se les administraron a las dos semanas 

del postoperatorio suero salino o bien este tipo de células madre, puesto que 

habían demostrado mayor efectividad,  y los animales fueron sacrificados a las 5 

o a las 8 semanas de evolución con el objeto de estudiar este modelo 

experimental a corto y a largo plazo. 

 La supervivencia en los distintos grupos fue la siguiente: las ratas con 

colestasis microquirúrgica  y evolución postoperatoria de dos semanas 

sobrevivieron el 100% (6/6). Respecto a las ratas con colestasis de cinco 

semanas de evolución, a las que se administró solución salina intrahepática 

sobrevivieron el 91,7% (11/12) en tanto que si se les administraron células madre 

adipocíticas prediferenciadas a hepatocitos sobrevivieron el 73,3% (11/15).  Por 

último, las ratas con colestasis estudiadas a las 8 semanas de evolución, cuando  

se les administró solución salina  sobrevivieron el 46,6% (7/15) mientras que a 

las que se administraron células madre adipocíticas prediferenciadas a 

hepatocitos sobrevivieron el 39,2% (11/28). Además,  se apreció una tendencia 

al incremento de la mortalidad precoz en los grupos a los  que se administraron  

células madre, mientras que en las ratas que recibieron suero era mayor la 

mortalidad tardía.  

 Las ratas colestásicas sacrificadas a las ocho semanas del post-operatorio 

a las que se les administró solución salina isotónica, presentaron un incremento 

de ascitis (p<0.05) respecto de ratas estudiadas a las dos y a las cinco semanas 

del post-operatorio, tanto si recibieron solución salina isotónica o células madre. 

Las ratas colestásicas  presentaron un menor desarrollo de circulación colateral 

porto-sistémica a las dos semanas de evolución respecto al resto de los grupos, 

siendo este resultado significativo en el caso de la circulación esplenorrenal 

(p<0,05). Además, mientras todas  las ratas colestásicas (100%) sacrificadas a 
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las ocho semanas desarrollaron circulación colateral, tanto si recibieron solución 

salina como células madre,  las ratas colestásicas sacrificadas a las cinco 

semanas y administración de células madre mostraron un descenso no 

significativo de la circulación colateral respecto a las ratas a las que sólo se le 

inoculó suero por vía intrahepática. El desarrollo de vasculopatía venosa 

mesentérica de grado I fue similar en las ratas estudiadas a las dos  (75%) y a 

las cinco semanas, tanto si se les administró suero (72,7%) como células madre 

(72,7%). Las ratas colestásicas estudiadas a las ocho semanas de evolución 

presentaron vasculopatía venosa mesentérica de  grado I en el 100% de los 

casos, tanto si recibieron suero como células madre.  

 El incremento del peso corporal fue mayor en los grupos de ratas 

colestásicas sacrificadas a las ocho semanas de evolución, independientemente 

de la administración de suero o células madre respecto a las ratas sacrificadas a 

las dos semanas (p<0,01) y  a las ratas de cinco semanas de evolución a las que 

se les administraron células madre (p<0,05). En el grupo de ratas estudiadas a 

las ocho semanas  tratadas con suero salino se produjo un aumento significativo 

del peso hepático respecto a las ratas  de dos semanas de postoperatorio 

(p<0,01), a las ratas de cinco semanas de evolución, tanto si recibieron suero 

como células madre  (p<0,001), y  al grupo de ratas de ocho semanas  tratadas 

con células madre (p<0,01). Este incremento significativo de peso hepático en 

las ratas de ocho semanas de postoperatorio tratadas con suero se realizó a 

expensas  de todos los lóbulos hepáticos excepto del lóbulo medio. Además, 

también hubo un aumento significativo de la relación peso hepático/peso corporal 

en el grupo de ratas con ocho semanas de evolución tratadas con suero respecto 

al resto de los grupos estudiados (p<0,001). En este mismo grupo de animales 

también se produjo un aumento significativo del peso esplénico respecto al grupo 

de dos semanas de postoperatorio (p<0,05), así como  de la relación peso 

esplénico/peso corporal en los grupos tratados con células madre, tanto a las 

cinco como a las ocho semanas del postoperatorio (p<0,05), y de los grupos 

tratados con suero, también tanto a las cinco (p<0,01) como a las ocho semanas 

de evolución (p<0,001), respecto a las ratas de dos semanas de postoperatorio. 

Se comprobó también una disminución significativa del peso testicular en las 

ratas de cinco semanas, tanto con suero (p<0,05), como con células madre 

(p<0,01) y  en las ratas de ocho semanas de evolución a las que se administró 

suero (p<0,001),  respecto a las ratas colestásicas de dos semanas de evolución. 

Así mismo,  se  comprobó un descenso significativo de la relación peso 
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testicular/peso corporal en el grupo de ratas tratadas con suero a las ocho 

semanas de postoperatorio (p<0,01) respecto al grupo de ratas con dos semanas 

de evolución colestásica. En relación a los parámetros bioquímicos de colestasis 

y función hepática, en tanto que los valores son similares en los grupos  de cinco 

semanas de evolución tratadas con células madre o con suero, se apreció una 

mejoría no significativa en las concentraciones séricas  de bilirrubina, gamma-

glutamiltranspeptidas, proteínas totales y albúmina en el grupo de ratas con ocho 

semanas de evolución tratadas con células madre respecto de las ratas que 

recibieron suero.  

 En cuanto al estudio histopatológico, se ha demostrado mediante la 

utilización del microscopio de inmunofluorescencia la persistencia de células 

madre que fueron administradas a las ratas con colestásicas con cinco y ocho 

semanas de evolución. Al observar las preparaciones  histológicas de hígado con 

hematoxilina&eosina, no se apreciaban diferencias entre los grupos de ratas 

colestásicas tratadas bien con suero o con células madre. Sin embargo, a las 

ocho semanas de evolución se comprobó una progresión más rápida aunque no 

significativa de los signos de colestasis en el grupo  de ratas tratadas con suero 

respecto de las tratadas con células madre. También, se ha demostrado  un 

incremento significativo en el área del porcentaje de fibrosis (p<0,05) y 

proliferación biliar (p<0,05), así como un descenso significativo (p<0,001) en el 

área de hepatocitos en el grupo de ratas tratadas con suero de ocho semanas 

respecto de las estudiadas a las cinco semanas  de evolución. Estas diferencias 

no fueron significativas entre  las ratas colestásicas  tratadas con células madre a 

las cinco y  ocho semanas de evolución. En el grupo de colestasis tratadas con 

suero de ocho semanas de evolución se produjo un aumento significativo 

(p<0,01) de la proliferación biliar respecto al grupo tratado con células madre  en 

el lóbulo caudado. 

        Conclusión. La relevancia del presente trabajo de Investigación se 

fundamenta en la posible extrapolación de los resultados obtenidos a la clínica 

humana, en la cual la cirrosis de diferentes etiologías comporta una elevada 

morbi-mortalidad en la actualidad. En particular,  el tratamiento con células 

madre de origen mesenquimal adipocítico y prediferenciadas in vitro a 

hepatocitos podría ser de utilidad para reducir las complicaciones secundarias a 

las hepatopatías crónicas de origen biliar en el ser humano.  
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        Palabras clave: colestasis, microcirugía, hipertensión portal, ascitis, 

inflamación, células madre mesenquimales adipocíticas. 
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I.    ABSTRACT 

        

        Introduction. The development of hepatic fibrosis and portal hypertension in 

multiple chronic liver diseases with diverse etiologies is a multifunctional process, 

mediated by inflammatory cells that release fibrogenic mediators, which also 

result in excessive angiogenesis. The administration of mesenchymal stem cells 

of adipocytic origin, in a microsurgical experimental model of extrahepatic 

cholestasis could revert liver biliary fibrosis and therefore, chronic liver failure as 

well as splanchnic angiogenic hyperactivity. This is involved in the appearance of 

simultaneous enlargement of the spleen and liver, porto-systemic collateral 

circulation, portal hypertensive enteropathy and mesenteric venous vasculopathy.  

        Material and Methods. A study using male Wistar rats has been performed 

to verify this hypothesis. First, a preliminary group was designed, made up of 3 

sub-groups:  one Sham Operated rats (SO) group,  and two groups  with 

microsurgical cholestasis, which were differentiated from each other according to 

the post-operative period during which they were administered stem cells (early, 

at 24 hours, late at 2 weeks post-operation). These two cholestatic rat groups 

were also different in terms of the stem cells administered (undifferentiated 

mesenchymal stem cells vs. pre-differentiated mesenchymal stem cells to 

hepatocytes). Once the results for this preliminary group were analyzed, other 

additional experimental groups were included: 1 group of microsurgical 

cholestatic rats, sacrificed at 2 weeks post-operation (C-2s); 2 groups formed by 

rats with microsurgical cholestasis which were either administered saline solution 

(CS-5s) or pre-differentiated mesenchymal stem cells to hepatocytes (CCM-8S) 

at 2 weeks post-operation and sacrificed at 5 weeks of evolution and lastly, 

another 2 groups made up of microsurgical cholestatic rats which were 

administered saline solution (CS-8s)  or pre-differentiated mesenchymal stem 

cells to hepatocytes (CCM-8s) at 2 weeks post-operation and sacrificed at 8 

weeks of evolution 

        In all animals studied, ascites, mesenteric venous vasculopathy, portal 

hypertension and the development of porto-systemic collateral circulation were 

detected.  Likewise, the serum concentration levels of the hepatic and biliary 

functions were quantified by photocolorimetry. Lastly, a histopathological liver 

study was performed with optical microscopy and Sirius Red and Masson's 

trichrome staining to quantify the area of hepatic fibrosis, bile duct proliferation 

and hepatocytes. Moreover, with fluorescent microscopy the persistence of 
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adipose-derived mesenchymal stem cells was verified in those cholestatic rats 

treated with these stem cells.   

   Results: Regarding the three initial groups studied, favorable histological 

and biochemical data were obtained from the rats with microsurgical cholestasis 

intrahepatically administered adipose-derived mesenchymal stem cells pre-

differentiated in vitro to hepatocytes at 2 weeks post-operation compared to those 

in which undifferentiated mesenchymal stem cells were injected into the liver. 

Therefore, the study groups made up later always included rats with microsurgical 

cholestasis administered saline solution at 2 weeks post-operation or this kind of 

stem cells   since they had displayed greater effectiveness. The animals were 

sacrificed at 5 or 8 weeks of evolution in order to study this experimental model in 

the short and long term. 

 The survival of the different groups was as follows: All the rats (100%) with 

microsurgical cholestasis at 2 weeks post-operation survived compared to rats at 

5 weeks of post-operative evolution, which were administered saline solution 

intrahepatically, where only 91.7% (11/12) survived. Meanwhile, 73.3% (11/15) of 

those rats administered adipose-derived mesenchymal stem cells survived. 

Lastly, the rats with cholestasis studied at 8 weeks post-operative evolution, when 

administered saline solution, 46.6% (7/15) survived whereas those administered 

adipose-derived mesenchymal stem cells only 39.2% (11/28) survived. Also, 

there was a higher early mortality rate tendency in the groups administered stem 

cells, whereas the rats administered saline solution had a higher later mortality 

rate.  

 The cholestatic rats sacrificed at 8 weeks post-operation presented an 

increase in ascites (p<0.05) compared to rats studied at 2 and 5 weeks post-

operation, whether they received saline solution or stem cells. The cholestatic 

rats presented a lesser development of porto-systemic collateral circulation at 2 

weeks evolution compared to the rest of the groups, the result being significant in 

the case of splenorenal circulation (p<0.05). Furthermore, while all the cholestatic 

rats (100%) sacrificed at 8 weeks, whether administered saline solution or stem 

cells and  the cholestatic rats sacrificed at 5 weeks and administered stem cells 

showed an insignificant decrease in collateral circulation compared to rats that 

were only inoculated with saline intrahepatically. The development of grade 1 

mesenteric venous vasculopathy was similar in rats studied at 2 (75%) and 5 

weeks, whether they were administered saline (72.7%) or stem cells (72.7%). The 

cholestatic rats studied at 8 weeks evolution presented grade 1 mesenteric 
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venous vasculopathy in 100% of the cases, whether they were administered 

saline or stem cells.  

 The increase in body weight was greater in the cholestatic rats sacrificed at 

8 weeks evolution, regardless of whether  they were administered saline or stem 

cells compared to rats sacrificed at 2 weeks (p<0.01) and rats at 5 weeks 

evolution administered stem cells (p<0.05).  In the group of rats studied at 8 

weeks treated with saline solution, there was a significant increase in hepatic 

weight at 2 weeks post-operation (p<0.01), compared to rats at 5 weeks 

evolution, whether they were administered saline or stem cells (p<0.001) and 

compared to the group of rats at 8 weeks treated with stem cells (p<0.01). This 

significant increase in hepatic weight in rats at 8 weeks post-operation treated 

with saline was performed at the expense of all the hepatic lobes except for the 

middle lobe. Furthermore, there was also a significant increase in the 

hepatic/body weight relation in the group of rats at 8 weeks evolution treated with 

saline solution compared to the rest of the groups studied (p<0.001).  In this 

same group of animals, there was also a significant increase in splenic weight 

compared to the group at 2 weeks post-operation (p<0.05) and a significant 

increase in terms of splenic/body weight relation in the groups treated with stem 

cells, at 5 and 8 weeks post-operation (p<0.05) and the groups treated with 

saline, at 5 (p<0.01) and 8 (p<0.001) weeks evolution, compared to rats at 2 

weeks post-operation. The significant decrease in testicular weight was also 

verified in rats at 5 weeks post-operation, whether treated with saline (p<0.05) or 

stem cells (p<0.01) and in rats at 8 weeks evolution administered saline 

(p<0.001) compared to those cholestatic rats at 2 weeks evolution. Likewise, a 

significant decrease in the testicular/body weight was verified in the group of rats 

treated with saline at 8 weeks post-operation (p<0.05) compared to the group of 

rats with 2 weeks of cholestatic evolution. In terms of the biochemical parameters 

of cholestasis and hepatic function, while the values are similar in the groups at 5 

weeks evolution treated with either saline or stem cells, there was an insignificant 

improvement in the serum concentrations of bilirubin, gamma-glutamyl 

transpeptidase, total proteins and albumin in the group of rats at 8 weeks 

evolution treated with stem cells compared to rats treated with saline.   

 In terms of the histopathological study, by using immunofluorescence 

microscopy, the persistence of stem cells administered to cholestatic rats with 5 

and 8 weeks evolution was demonstrated.  When observing the histological 

preparations of the liver with hematoxiline and eosine, no differences between the 

groups of cholestatic rats treated with saline or stem cells were noted. However, 
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at 8 weeks evolution, a subtle but faster progression was noted in the signs of 

cholestasis in the group of rats treated with saline compared to those treated with 

stem cells. Also, a significant increase in the areas of fibrosis (p< 0.05) and biliary 

proliferation (p< 0.05) was demonstrated, as well as a significant decrease (p< 

0.01) in the hepatocytes content in the group of rats treated with saline at 8 

weeks compared to those studied at 5 weeks evolution. These differences were 

not significant among the cholestatic rats treated with stem cells at 5 and 8 weeks 

evolution. Lastly, at 8 weeks evolution, the group of rats administered saline 

presented a significant increase in the area of fibrosis compared to those treated 

with stem cells, although it was only significant (p<0.05) in the caudate lobe. 

Interestingly enough, in the group of cholestatic rats treated with saline at 8 

weeks evolution, there was a significant increase (p<0.05)  in biliary proliferation 

compared to the group treated with stem cells also in the caudate lobe.  

 

        Conclusion: The relevance of the current research study is based on the 

possibility of extrapolating the results obtained to human clinical practice, in which 

cirrhosis of different etiologies results in a high morbi-mortality rate today. In 

particular, treatment with adipose-derived mesenchymal stem cells, 

predifferentiated in vitro to hepatocytes, could be useful for reducing 

complications secondary to chronic liver diseases of biliary origin in humans.  

 

Key words: cholestasis, microsurgery, portal hypertension, ascites,    

inflammation, adipose-derived mesenchymal stem cells.  
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II.   INTRODUCCIÓN 

 

1. COLESTASIS EN LA CLINICA HUMANA 

         Las enfermedades colestásicas hepáticas son consecuencia de trastornos 

de la síntesis hepatobiliar y de la excreción de la bilis, lo cual comporta la llegada 

a la circulación sanguínea de productos biliares (Hirschfield et al., 2010). En 

estas patologías, la lesión de los conductos biliares o de los hepatocitos puede 

inducir un amplio rango de manifestaciones clínicas que incluyen desde 

alteraciones aisladas de la bioquímica hepática hasta el fallo hepático o el cáncer 

hepatobiliar. Las causas del síndrome colestásico pueden ser congénitas, 

inmunológicas, estructurales –obstructivas/vasculares- y tóxicas (Hirschfield et 

al., 2010). Se pueden desarrollar varias formas de colestasis, bien por una 

alteración de la secreción biliar, por una obstrucción del flujo biliar, o por una 

combinación de ambas. A su vez, el deterioro en el flujo biliar que conduce a la 

colestasis puede acontecer de forma aguda o crónica. Como consecuencia se 

produce una retención de ácidos biliares, bilirrubina y otros solutos colefílicos en 

el hígado y en la sangre y un déficit de ácidos biliares en el intestino. 

         Aunque los colangiocitos sólo representan una pequeña proporción (3-5%) 

de las células que forman el parénquima hepático (Alpini et al., 2001; Hirschfield 

et al., 2010), desempeñan un papel fisiopatológico relevante en la composición 

de la bilis durante su tránsito por la vía biliar, que implica la secreción y absorción 

de agua, electrolitos y otros solutos orgánicos  de la bilis hepatocelular (Alvaro et 

al., 1997; Alpini et al., 2001; Racanelli y Rehermann, 2006; Glaser et al., 2006). 

Los colangiocitos son unas células epiteliales ciliadas que delinean la vía biliar, 

una intrincada red de conductos biliares interconectados que aumentan 

progresivamente su diámetro desde los conductos de Hering hasta la vía biliar 

extrahepática (Alpini et al., 2002; Lorente et al., 2009) (Figura 1). 
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Figura 1. Unidad funcional hepática. Los canalículos biliares drenan en los 
canales de Hering y estos a su vez en los dúctulos biliares, que desembocan en 
los conductos biliares interlobulares, situados en los espacios porta (EP). (Arias et 
al., 1993) 

 

         Los colangiocitos de los grandes conductos biliares interlobulares 

intervienen fundamentalmente en funciones secretoras, en tanto que los que 

delimitan los conductos biliares intrahepáticos más pequeños, los colangiolos y 

los conductos de Hering están implicados en las respuestas inflamatoria y 

proliferativa (Alpini et al., 1996; Alpini et al., 1997). Los cilios de los colangiocitos 

se extienden desde la membrana plasmática apical hasta la luz del conducto 

biliar y regulan funciones mecanosensoriales, osmosensoriales y 

quimiosensoriales (Masyuk et al., 2006; Masyuk et al., 2008). La estimulación de 

los colangiocitos por vías paracrina y endocrina induce la secreción de agua y la 

alcalinización de la bilis (Strazzabosco et al., 1991; Kanno et al., 2001; Esteller, 

2008). En éste proceso se integran estimulos prosecretores (secretina, glucagón, 

polipéptido intestinal vasoactivo –VIP-, acetilcolina –Ach-, y bombesina) y 

antisecretores (somatostatina y endotelina-1) (Fiorotto et al., 2007; Minagawa et 

al., 2007; Strazzabosco et al., 2009). 

         El hepatocito es una célula poligonal polarizada que posee una membrana 

plasmática con una superficie basolateral, localizada en el espacio de Disse, 

subyacente a las células endoteliales del sinusoide, y una cara apical que 

delimita el canalículo biliar  (Li y Crawford, 2004). El transporte de proteinas 

desde la membrana basolateral (sinusoidal) hasta la apical (canalicular) desplaza 

los ácidos biliares desde la sangre sinusoidal hasta el canalículo biliar mediante 

una eficiente circulación enterohepática estrechamente regulada (Zollner y 

Trauner, 2008; Boyer, 2009). La membrana plasmática basolateral contiene 
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proteínas transportadoras que utilizan gradientes de Na+ y de pH para captar 

solutos orgánicos desde la sangre hacia el interior del hepatocito. Y la membrana 

canalicular tiene sistemas de transporte activo que facilitan la secreción de 

solutos orgánicos hacia la luz canalicular. Receptores nucleares regulan la 

transcripción de genes que codifican proteinas implicadas en los sistemas de 

transporte hepatobiliar, de síntesis y detoxificación de ácidos biliares y de 

fibrogénesis (Fiorucci et al., 2004; Fickert et al., 2009; Wagner et al.,  2010). Los 

ácidos biliares son internalizados a través de la membrana basolateral de los 

hepatocitos por las proteinas cotransportadora de Na+/taurocolato y 

transportadora de aniones orgánicos (Na+/taurocholate cotransporter and 

organic anion transporting proteins, OATP2/OATPB1) (Konig et al. 2006). Los 

principales solutos orgánicos secretados en la bilis son sales biliares conjugadas 

con taurina o con glicina (ursodeoxicolato, colato, quenodeoxicolato, deoxicolato 

y litocolato), fosfatidilcolina, colesterol, glucurónidos de bilirrubina y glutation 

(Nathanson y Boyer, 1991; Li y Crawford, 2004). La exportación activa hacia la 

bilis es mediada  por la bomba canalicular exportadora de sales biliares 

(canalicular bile SALT export pump, ABCB11) y por la bomba canalicular 

exportadora conjugada (canalicular conjugate export pump; MRP2). MRP2 regula 

el transporte canalicular de aniones orgánicos, como la bilirrubina (Lam et al., 

2010; Nies et al., 2007).  Por último, La formación de micelas mixtas en la bilis  

resulta de la presencia de ácidos biliares, colesterol y fosfatidilcolina y la bomba 

exportadora de fosfolípidos proteina 3 resistente a multfármacos (multi-drug- 

resistant 3 protein; MDR3) controla activamente éste proceso (Davit-Spraul et al., 

2010). 

         Si la etiología de la colestasis es obstructiva, dependiendo del nivel 

anatómico de la obstrucción, se clasifica en intrahepática y extrahepática. Las 

causas más frecuentes de colestasis intrahepática en la clínica humana son la 

colangitis esclerosante, la cirrosis biliar primaria, la atresia biliar y las 

hepatopatías de etiología alcohólica, vírica, o farmacológica (Trauner et al., 1998; 

Rutherford et al., 2006; O´Leary et al., 2007; Hirschfield et al., 2010; Pakarinen y 

Rintala, 2011; Aithal et al., 201),  en tanto que la patología litiásica y tumoral 

predominan en la colestasis extrahepática (Hirschfield et al., 2010; Lau y Lau, 

2012). 

         Pero, independientemente de cual sea su causa, este síndrome se 

manifiesta clínicamente por ictericia, coluria, acolia y prurito (Schaffner et al., 
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1979; Sherlock, 1984; Bergasa et al., 1995a; Bergasa et al., 1995b; Li et al., 

2004;  Heathcote, 2007; Oude Elferink et al., 2011). Desde el punto de vista 

bioquímico, la colestasis cursa con niveles séricos elevados de bilirrubina, ácidos 

biliares (Ac bil), fosfatasa alcalina y γ-Glutamil transferasa e hipercolesterolemia 

(Li y Crawford, 2004; Shiha et al., 2009).  Finalmente cursa con fibrosis, cirrosis y 

signos clínicos de insuficiencia hepática y encefalopatía hepática (Boyer 2007; 

Newton et al., 2008) Incluso, si la obstrucción es crónica se ha demostrado la 

evolución tumoral de éste proceso (Xia  et al., 2007; Aller et al., 2010a; Yang et 

al., 2011). 

En conclusión, la patología derivada de la colestasis incluye aspectos 

morfológicos: acúmulo o estasis de bilis en la vía biliar y en los hepatocitos; 

funcionales: disminución de la secreción hepática de bilis y del flujo biliar 

canalicular;  y clínicos: retención en la circulación sanguínea de sustancias que 

normalmente son excretadas en la bilis (Sherlock, 1998; Li MK et al., 2004; 

Zollner et al., 2008;  Chu et al., 2010; Hirschfield et al., 2010; Kremer et al., 

2011). 

 

2. ANATOMÍA DE LA VÍA BILIAR EN LA RATA 

         El higado de la rata se compone de cuatro lóbulos,  denominados medio 

(LM), lateral izquierdo (LLI), lateral derecho (LLD) y caudado (LC) que, a su vez 

poseen una vascularización porto-arterial y un drenaje biliar y venoso 

individualizado (Castaing et al., 1980; Lorente et al., 1995; Lorente et al., 2009) 

(Figura 2). Además, algunos autores describen el proceso caudado (PC) como el 

segmento de parénquima comprendido entre los lóbulos caudado y lateral 

derecho     (Aller et al., 2008; Lorente et al., 2009). 
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Figura 2. El hígado de la rata se compone de cuatro lóbulos: lateral derecho 
(LLD), medio (LM), lateral izquierdo (LLI) y caudado (LC) que, a su vez poseen 
una vascularización porto-arterial y un drenaje biliar y venoso individualizado. 

 

         La vía biliar tiene una estructura similar a un árbol, en el cual el colédoco y 

los conductos biliares lobulares  corresponderían al tronco que se ramificarían 

progresivamente en los conductos biliares interlobulares (Figura 3), los ductulos 

biliares  o canales de Hering y, finalmente los canalículos biliares (Figura1) 

(Benedetti et al., 1996; Aller et al., 2008; Lorente et al., 2009). 

         La via biliar extrahepática en la rata esta constituida por el colédoco, que en 

su trayectoria ascendente recibe en el hilio hepático los siguientes conductos 

biliares lobulares: conductos inferiores o caudales, correspondientes a los lóbulos 

caudado y lateral derecho; y conductos superiores o craneales,  

correspondientes a los lóbulos lateral izquierdo y medio (Aller et al., 2008;  

Lorente et al., 2009) (Figura 3). 

 

                              

 

Es VBP 
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Figura 3. Distribución más frecuente de los conductos biliares lobulares 
principales en la rata. VBP: Vía biliar principal; E: Esófago; Es: Estómago; D: 
Duodeno 
 

 

3. COLESTASIS EXTRAHEPÁTICA EXPERIMENTAL  

         La ictericia obstructiva causa una elevada incidencia de morbi-mortalidad 

en la clínica humana (O’Connor, 1985; Poupon et al., 2000). Las severas 

repercusiones hepáticas y sistémicas de la colestasis (Schaffner et al., 1979; 

O’Connor, 1985; Sherlock 1986; Li y Crawford 2004; Nguyen et al., 2010; Chu et 

al., 2010; Hirschfield et al., 2010; Kremer et al., 2011) han sido la causa de la 

creación de diversos modelos experimentales que permitan una mejor 

comprensión de su patogénesis, profilaxis y tratamiento. 

         La ligadura del colédoco en la rata es un modelo experimental utilizado 

tanto para el estudio de la hipertensión portal (Katsuta et al., 2005; Abraldes et 

al., 2006) como, en especial, de la colestasis extrahepática (Rodríguez-Garay, 

2004; Aller et al., 2009b; Aller et al., 2010a). En esencia, la técnica quirúrgica 

consiste en la resección del colédoco entre dos ligaduras. Esta técnica es 

macroquirúrgica, ya que no requiere medios de magnificación para su 

realización. Sin embargo, las ratas con colestasis extrahepática macroquirúrgica 

desarrollan un pseudoquiste biliar hiliar por dilatación del extremo proximal ligado 

del colédoco, que se infecta en muchas ocasiones por microorganismos Gram 

negativos de procedencia intestinal y los animales fallecen durante las dos 

primeras semanas de evolución postoperatoria por sepsis secundaria a la 

existencia de múltiples abscesos intraperitoneales, hepáticos y pulmonares (Aller 

et al., 1993a; Aller et al., 1993b, Aller et al., 2004a; Aller et al., 2009b). El cultivo 

de la bilis almacenada en éstos pseudoquistes hiliares es positivo y los gérmenes 

más frecuentes  Escherichia coli y Enterococcus (Aller et al., 1993a; Aller et al., 

2004a), lo cual evidencia que en éste modelo experimental se produce 

traslocación bacteriana intestinal.  

Para evitar estas complicaciones infecciosas propusimos la realización de 

una técnica microquirúrgica consistente en la resección de la vía biliar 

extrahepática, que incluye el colédoco hasta el inicio de su porción 

intrapancreatica, en continuidad con los conductos biliares que drenan cada uno 

de los cuatro lóbulos hepáticos en la rata (Aller et al., 1993b; Lorente et al., 1995, 

Aller et al., 2009a, Aller et al., 2009b; Aller et al., 2010a). Con esta técnica 
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microquirúrgica la inexistencia de vía biliar extrahepática residual previene la 

formación de pseudoquistes biliares hiliares, así como de abscesos abdomino-

torácicos y reduce la mortalidad respecto al modelo clásico de ligadura y sección 

del colédoco (Aller et al., 1993b; Aller et al., 2004a; Aller et al., 2009a, Aller et al., 

2009b; Aller et al., 2010a).  

En particular, éste modelo de colestasis extrahepática microquirúrgica, al 

conseguir mayor supervivencia, permite obtener a largo plazo un nuevo modelo 

de fibrosis hepática que puede ser de gran utilidad para el estudio de nuevas 

terapias antifibrogénicas. En este sentido, los dos modelos experimentales más 

utilizados para estudiar la insuficiencia hepática  crónica son la administración de 

tetracloruro de Carbono y la colestasis por ligadura y sección del colédoco 

(Assimakopoulos y Vagianos, 2009).  

En el modelo de colestasis extrahepática en la rata se consideran dos fases 

evolutivas: precoz, si la colestasis se mantiene cuatro semanas, y tardío cuando 

se supera este período postoperatorio (Assimakopoulos y Vagianos, 2009). Así, 

cuando la ictericia obstructiva es aguda la colemia predomina  sobre la lesión del 

parénquima hepático, no existiendo todavía ni hipertensión portal ni cirrosis, si 

bien induce efectos inotrópicos y cronotrópicos negativos sobre el corazón  

(Joubert, 1978; Yang et al., 2010; Nahavandi et al., 2001; Mani et al., 2002; 

Hajrasouliha et al., 2004), altera la respuesta vasoconstrictora simpática 

(Bomzon et al., 1985; Jacob et al., 1993) y causa una intensa diuresis y 

natriuresis, que pueden incluso desembocar en hipovolemia (Wait y Kahng  

1989;  Green y Better, 1995). Como consecuencia,  se producen hipotensión 

arterial y disfunción renal prerrenal, que es agravada por la endotoxemia que 

acompaña a éste modelo experimental. Por el contrario, cuando la evolución de 

la colestasis es crónica (más de cuatro semanas), además de la colemia, la 

endotoxemia y la traslocación bacteriana intestinal  (Deitch et al., 1990; Clements 

et al., 1996; Clements et al., 1998), se produce una lesión significativa hepática, 

con cirrosis biliar, hipertensión portal y ascitis (Green y Better, 1995; Geerts et 

al., 2008) que se asocia a una lesión renal similar fisiopatológicamente al 

síndrome hepatorrenal de los enfermos cirróticos. Por éste motivo la colestasis 

obstructiva extrahepática crónica en la rata se ha propuesto como un modelo 

experimental válido para el estudio de la fisiopatologia y de nuevas opciones 

terapeúticas en esta grave situación en la clínica humana (Assimakopoulos y 

Vagianos, 2009). 
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En general, la mayoría de estos modelos experimentales han sido 

utilizados para el estudio de aquellos mecanismos patogénicos implicados en los 

procesos inflamatorios causantes de diversas patologías. En particular, en el 

caso del modelo experimental de colestasis, se han estudiado la anatomía de la 

via biliar extrahepática en la rata Wistar (Lorente et al., 1995), la incidencia de 

infecciones postoperatorias (Aller et al., 1993a), la técnica microquirúrgica de 

colestasis extrahepática en la rata (Aller et al., 1993b) y, entre las alteraciones 

hepáticas secundarias a colestasis,  los parámetros sanguíneos propios de lesión 

hepatobiliar, el grado de fibrosis y proliferación biliar (Aller et al., 2004a; Aller et 

al., 2004b) y el metabolismo oxidativo hepato-intestinal (López et al., 1999) y 

cerebral (García-Moreno et al., 2002). 

Esta técnica microquirúrgica de colestasis extrahepática puede ser también 

realizada en el ratón (Aller et al., 2009a; Aller et al., 2009b).  El hígado del ratón, 

al igual que el de la rata, está compuesto por cuatro lóbulos que reciben los 

mismos nombres La principal diferencia en la vía biliar de ambos roedores es 

que el ratón posee vesícula biliar. Por ello, si se efectúa ligadura del colédoco se 

produce una marcada dilatación de la vesícula biliar que puede evolucionar a 

perforación y coleperitoneo (Abraldes et al., 2006). Por ello la colestasis 

extrahepática microquirúrgica en el ratón precisa  añadir una colecistectomía. La 

disección, ligadura y sección de los conductos biliares de los lóbulos medio y 

lateral izquierdo se simplifica si se realiza previamente la disección de la vesícula 

biliar y del conducto cístico (Aller et al.,  2009a; Aller et al., 2009b).  

La utilización profiláctica de antibióticos de amplio espectro (Ceftacidima 

50mg/kg) y la administración semanal de vitamina K1 (8 mg/kg i.m.) permite 

reducir la mortalidad precoz de éstos animales (Beck y Lee, 1995; Huang et al.,  

2003; Akimoto et al., 2005; Abraldes et al., 2006).  

A largo plazo, ambos modelos de colestasis extrahepática, macro y 

microquirúrgica, cursan con hepatomegalia asociada al  desarrollo de una 

intensa fibrosis, proliferación biliar y de un moderado grado de infiltración 

inflamatoria portal, así como de muerte hepatocitaria por necrosis y/o apoptosis, 

si bien la pérdida de la arquitectura hepática normal típica de cirrosis se observa 

en raras ocasiones (Kountouras et al.,  1984; Aller et al., 1993b; Aller et al., 

2004b; Abraldes et al., 2006).  
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Respecto de las alteraciones extrahepáticas destacan la ictericia, la coluria 

(Huang et al., 2003; Aller et al., 2004a), la hipertensión portal con esplenomegalia 

y circulación colateral portosistémica (Aller et al., 1993a; Huang et al., 2003; Aller 

et al., 2004a; Chan et al., 2004; Katsuta et al., 2005), la insuficiencia renal 

(Assimakopoulos y Vagianos, 2009) la encefalopatía hepática (Bergasa et al., 

1992; Garcia-Moreno et al., 2002; García-Moreno et al., 2005;  Butterworth et al., 

2009; Huang LT  et al., 2010; Magen et al., 2010; Assimakopoulos et al., 2010; 

Eslimi et al., 2011) y la ascitis (Huang YT et al., 2003; Aller et al., 2010a;  Aller et 

al., 2010c). Por lo tanto, la colestasis extrahepática experimental no es sólo un 

modelo idóneo para estudiar la patología hepática secundaria a la obstrucción 

biliar, sino también sus complicaciones extrahepáticas.  

 

4. FISIOPATOLOGIA DE LA COLESTASIS  

         Las alteraciones hepáticas que se producen como consecuencia de la 

colestasis extrahepática han sido comparadas a las que protagonizan la curación 

de las heridas, esto es, la proliferación epitelial y, en particular, la fibrogénesis 

(Bissell, 2004; Aller  et al., 2008; Meran y Steadman, 2011). La patogenia de la 

fibrosis hepática  consiste en un depósito excesivo de colageno fibrilar y otras 

proteinas de la matriz extracelular que distorsiona la arquitectura hepática e 

induce  capilarización sinusoidal e hipertensión portal. En esencia, la fibrosis 

hepática es un proceso dinámico de reparación tisular aberrante  en el que los 

fenómenos claves son la activación y transformación  de las células estrelladas 

hepáticas quiescentes en células similares a miofibroblastos, por un proceso de 

transición epitelio-mesenquimal de tipo 2, con el subsiguiente incremento en la 

síntesis de proteinas, como actina de musculo liso-α, colageno, metaloproteasas 

de la matriz, inhibidores tisulares de metaloproteasas y proteoglicanos (Mormone 

et al., 2011; Meran y Steadman, 2011; Fragiadaki y Mason, 2011)  

         Inmediatamente después de la obstrucción completa de la vía biliar en la 

rata se produce un intenso incremento (60%) de la presión biliar intraductal (Slott 

et al., 1990; Azmaiparashvili et al., 2009) y ésto es seguido por alteraciones 

patológicas de la matriz extracelular (Desmouliere et al., 1997). Por el contrario, 

la descompresión biliar, al suprimir el estrés mecánico, revierte las lesiones 

hepáticas inducidas por la ligadura del colédoco (Ramm et al., 2000; Matsumoto 

et al., 2002;  Costa et al., 2003; Kirkland et al., 2010). Estos estudios demuestran 
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la relevancia de la energía mecánica en la etiopatogenia de la patología hepática 

secundaria a la obstrucción de la vía biliar.  

La respuesta del hígado de los roedores a la lesión obstructiva biliar implica 

su reprogramación transcripcional, favoreciendo la activación de genes 

reguladores del metabolismo, de la proliferación celular y de la remodelación de 

la matriz de forma secuencial y limitada en el tiempo (Campbell et al., 2004; 

Wang et al., 2005). Aunque se produce una activación predominante de genes 

metabólicos en todas las fases posteriores a la ligadura del colédoco, desde una 

fase inmediata (1 día) hasta una fase tardía (21 días), la afectación de vías 

metabólicas específicas es diferente dependiendo de la duración de la 

obstrucción (Campbell et al., 2004). En tanto que algunos genes son activados 

en el periodo precoz de la colestasis, por ejemplo genes implicados en la 

disrupción del metabolismo lipídico y en la fibrosis,  otros genes, como son los 

implicados en mecanismos de protección celular frente a la agresión por 

acumulación tóxica de ácidos biliares, son inhibidos (Kojima et al., 2004).  

Después de la ligadura del colédoco el hígado de la rata sufre severas 

alteraciones hemodinámicas, portales y arteriales, que pueden comportar 

lesiones por isquemia-reperfusión y estrés oxidativo (Huang et al., 2009; Yang et 

al., 2012; Oguz et al., 2012). El aumento de la resistencia vascular en el sistema 

portal hepático secundario a colestasis extrahepática produce hipertensión portal 

(Ohara et al., 1993; Li y Yang, 2005; Van Steenkiste et al., 2010) e isquemia 

hepática, asociadas a una síntesis deficitaria del enzima Oxido Nítrico Síntasa-

inducible (iNOS) y de oxido nítrico (NO) (Barón et al., 2000; Lee et al., 2010).  

La vía biliar es vascularizada por el plexo peribiliar (Gaudio et al., 1996; Li 

et al., 2007; Toki et al., 2011), localizado alrededor de los conductos biliares de 

menor calibre, haciéndose así progresivamente más estrecho y más simple 

(Gaudio et al., 1996). Estas características del plexo peribiliar permiten asumir 

que el aumento de presión intraductal con dilatación de la vía biliar en la 

colestasis extrahepática podría comprimir el plexo peribiliar con la consiguiente 

isquemia de la vía biliar. Sin embargo, se ha descrito que después de la 

disminución del flujo sanguíneo a través de la vena porta se produce un aumento 

del flujo arterial hepático o “hepatic arterial buffer response” (Lautt, 1983). 

Además, dos semanas después de ligadura del colédoco en la rata se produce 

una proliferación significativa del plexo peribiliar, que drena por pequeñas 
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vénulas en ramas de la vena porta y en los sinusoides hepáticos (Gaudio et al., 

1996). A su vez, la lesión por isquemia-reperfusión ha sido implicada en la 

patogénesis de la colestasis intrahepática (Tanaka et al., 2006; Toki et al., 2011).  

Las ratas con ligadura del colédoco sufren una excesiva acumulación de 

ácidos biliares hidrofóbicos que son  considerados la causa principal de 

hepatotoxicidad (Gartung  et al., 1996; Poli, 2000). Además, se produce un 

deterioro parcial de las funciones de la cadena transportadora de electrones 

mitocondriales y estrés oxidativo (Poli, 2000; Huang et al., 2003). La retención y 

el acúmulo de sales biliares hidrofóbicas (tauro- y glicoquenodesoxicolato) puede 

inhibir la actividad antioxidante hepática de catalasa, glutation peroxidasa, 

glutation reducido y superóxido dismutasa, así como inducir necrosis 

hepatocitaria al activar la permeabilidad de la membrana mitocondrial (Orellana 

et al., 1997; Wang et al., 2007; Portincasa et al., 2007; Assimakopoulos et al., 

2007; Arduini et al., 2011). Existe por tanto una estrecha relación entre la ictericia 

obstructiva experimental y el estrés oxidativo (Orellana et al., 1997; 

Assimakopoulos et al., 2004; Wang et al., 2007). Así, se ha demostrado que el 

tratamiento con antioxidantes mejora el estado redox celular hepático 

(Assimakopoulos et al., 2004; Soylu et al., 2006),  y  las funciones hepáticas al 

inhibir la formación de especies reactivas del oxígeno (ROS) (Soylu et al., 2006; 

Assimakopoulos et al., 2007; Portincasa et al., 2007; Tahan et al., 2007).  

Por consiguiente, en la fase precoz tras ligadura del colédoco en la rata el 

insuficiente aporte de oxígeno que sufre el hígado, como consecuencia de las 

alteraciones hemodinámicas, así como a la incorrecta utilización del oxígeno por 

la hepatotoxicidad de las sales biliares, constituirían factores etiológicos 

esenciales de la inhibición del metabolismo energético hepático. Como 

consecuencia, el hígado reduce su capacidad funcional para poder satisfacer las 

necesidades metabólicas tisulares. La lesión oxidativa hepática podría disminuir 

el contenido intracelular de proteínas que participan en la síntesis energética y en 

las funciones de membrana, como son las proteínas reguladoras del transporte 

de H
2
O e iones (Portincasa et al., 2007), lo cual induciría edema intersticial y 

celular. Además, el aumento de peroxidación lipídica hepática, un marcador de 

estrés oxidativo (Portincasa et al., 2007), puede relacionarse con el aumento de 
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la permeabilidad de membrana, el aumento de la degradación de los 

componentes de la matriz extracelular y el edema (Kennett y Davies, 2007).  

La acumulación intersticial de fragmentos de glicosaminoglicanos (GAGs) 

sería un importante mecanismo de la formación del edema debido a las 

propiedades hidrofílicas de GAGs, en particular de hialuronan (Day y de la Motte, 

2005; Cantor y Nadkarni, 2006; Stern et al., 2006; Kennett y Davies, 2007; Yung 

y Chan 2007; Bartlett et al., 2007; Jiang et al., 2007). GAGs son largas cadenas 

de polisacáridos no ramificadas compuestas de unidades repetidas de 

disacáridos que tienden a adoptar conformaciones en espiral, muy extendidas y 

que ocupan un gran volumen en relación con su masa. Estos polisacáridos 

atraen y atrapan agua e iones, con lo cual forman geles hidratados, aunque 

permiten el flujo a su través de nutrientes para las células (Jiang et al., 2007; 

Solís-Herruzo et al., 2011). En situaciones de inflamación, el hialuronan es más 

polidisperso y tiende a formas de menor peso molecular, favoreciendo así la 

infiltración edematosa de los tejidos (Jiang et al., 2007), el flujo del líquido 

intersticial y el gradiente de presión del sistema linfático.  

Además, la tensión mecánica producida por la ligadura del colédoco puede 

alterar por mecanotransducción la remodelación de los proteoglicanos y de 

GAGs en el intersticio (Evanko et al., 2007). Virtualmente todos los órganos y 

tejidos están organizados en jerarquías estructurales y poseen una capacidad de 

respuesta mecánica inmediata aumentando su rigidez en proporción directa al 

estrés mecánico aplicado (Ingber, 2006). La rigidez de la matriz extracelular y la 

tensión mecánica que resulta de la adhesión celular a sustratos rígidos es 

fundamental para determinar el fenotipo expresado por muchas células en cultivo 

(Bischofs y Schwarz, 2003).  

En el modelo de fibrosis biliar por CCl
4 
en la rata se ha descrito la inducción 

precoz de rigidez hepática. Este aumento de la consistencia y/o rigidez hepática 

parece ser el resultado del aumento de la cantidad de matriz neoformada, de la 

reticulación de la matriz y, posiblemente de otras variables desconocidas 

(Georges et al., 2007). Este aumento  precoz en la rigidez hepática podría ser la 

causa  de la diferenciación de los miofibroblastos en las patologías hepáticas 

(Georges et al., 2007; Muddu et al., 2007). La expresión de  la función 

miofibroblasto aporta a las células estrelladas hepáticas activadas la capacidad 

para comportarse como células musculares lisas y, por consiguiente, responden 
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a las sustancias vasoactivas contrayéndose (Lee y Friedman, 2010). Además, la 

contracción de las células estrelladas activadas regula el diámetro de la 

vascularización hepática y altera el flujo sanguíneo y la presión hepática (Winau 

et al., 2008).  

La adquisición posterior en la evolución del hígado colestásico de un 

fenotipo inmune afecta a las células parenquimatosas (hepatocitos y 

colangiocitos), a las no parenquimatosas (células endoteliales sinusoidales, 

células de Kupffer y miofibloblastos) y a las células sanguíneas que migran al 

intersticio hepático (Azouz et al., 2004; Morwood y Nicholson, 2006; Szabo et al., 

2007; Muddu et al., 2007; Winaw et al., 2008). Sin embargo, el espacio intersticial 

parece ser el que modula la actividad inflamatoria de las células inmunes tras la 

ligadura del colédoco en la rata (Aller et al., 2008). En particular, los fragmentos 

de matriz extracelular y sus receptores ejercen importantes efectos sobre las 

células inflamatorias y, por ello, se considera que están claramente implicados en 

la evolución de la respuesta inmune intersticial (Morwood y Nicholson, 2006; 

Adair-Kirk y Senior, 2008; Yung y Chan, 2007). Las metaloproteasas de la matriz 

(MMPs) son una familia de enzimas que degradan componentes de la matriz 

extracelular que son expresadas en los tejidos inflamados (Cuenca et al., 2006; 

Malemud 2006; Zitka et al., 2010; Löffek et al., 2011;) y, en particular, en el 

hígado colestásico (Harty et al., 2005; Bergheim et al., 2006). La destrucción 

enzimática de la matriz extracelular cursa con la liberación inmediata de los 

mediadores secuestrados en dicha matriz (Stern et al., 2006; Yung y Chan, 

2007).  

Los fragmentos de la matriz extracelular están constituidos por moléculas 

con funciones proinflamatorias que pueden potenciar la respuesta inmune 

activando la respuesta inmune innata y la adquirida (Morwood y Nicholson, 

2006). Así, las proteinas de la matriz extracelular y el hialuronan ejercen una 

función proinflamatoria uniéndose a los receptores Toll-like (TLR)-4 y TLR-2 

(Szabo et al., 2007), con activación del complejo regulador transcripcional 

NFαB/IκBα y la producción de citoquinas proinflamatorias, como TNF-α e IL-1β, y 

de quimioquinas que inducen la activación y el reclutamiento intersticial de 

leucocitos (Morwood y Nicholson, 2006). Los linfocitos T, una vez activados, se 

polarizan hacia la producción de distintos perfiles de citoquinas (Zhu et al., 2010; 

Yagi et al., 2011). El tipo 1 (Th
1
) sintetiza Interferon γ (IFN-γ) e IL-2 y, los de tipo 

2 (Th
2
) producen IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13. Las citoquinas Th

2 
están 
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implicadas fundamentalmente en la mediación de la inflamación alérgica y los 

trastornos fibroproliferativos crónicos (Azouz et al., 2004).  

Los macrófagos residentes en el hígado, o células de Kupffer, se localizan 

fundamentalmente en el área periportal del lobulillo y, debido a su localización, 

podrían desempeñar un papel fundamental en la lesión secundaria a isquemia-

reperfusión (Kolios et al., 2006;  Abu-Amara et al., 2010; Jaeschke 2012). Pero 

las células de Kupffer están también implicadas en la inflamación hepática que 

produce la colestasis mediante la liberación de sustancias biológicamente activas 

que inducen un proceso inmunopatogénico (Minter et al., 2005; Abrahám et al., 

2008; Zandieh et al., 2011; Cheng et al., 2011).  

Las células de Kupffer están claramente afectadas en la obstrucción biliar 

(Minter et al., 2005; Abrahám et al., 2008; Zandieh et al., 2011; Cheng et al., 

2011) y muestran una activación de la fagocitosis y una marcada respuesta 

proinflamatoria frente a endotoxina y a la proteína de unión a lipopolisacárido 

(lypopolysacharide-binding protein, LBP), ambas aumentadas en colestasis 

extrahepática (O’Neil et al., 1997; Minter et al., 2005; Kolios et al., 2006; Isayama 

et al., 2006; Minter et al., 2009; Kassel et al., 2011). La hipersensibilidad a 

endotoxina en colestasis es la causa de la síntesis aumentada de citoquinas 

proinflamatorias y del aumento de la peroxidación lipídica (Harry et al., 1999;  

Isayama et al., 2006; Abrahám et al., 2008), con agravamiento de la apoptosis 

que, finalmente progresa a necrosis (Moazzam et al., 2002; Lida et al., 2010). Sin 

embargo, la deplección de células de Kupffer agrava la inflamación y la necrosis 

hepatocelular en ratones con colestasis (Gehring et al. 2006). La respuesta 

proinflamatoria inducida por LPS en ratas con ligadura de coledoco es inhibida 

por lipoproteínas de alta densidad (HDL), que, a su vez,  inhibe las vías 

proinflamatorias hepáticas, restaura la actividad de eNOS y reduce la presión 

portal (Thabut et al., 2007).  

La inflamación se asocia siempre a la infiltración intersticial por leucocitos, 

un proceso que es regulado por quimioquinas (Aller et al., 2006; Mantovani et al., 

2011). En la colestasis extrahepática monocitos/macrófagos infiltran el hígado, 

que hiperexpresa a su vez proteína quimioatractora de monocitos (monocyte 

chemoatractant protein, MCP-1), una quimioquina CC y, como resultado éstos 

monocitos favorecen la respuesta inflamatoria (Imamura et al., 2005; Sigal et al., 

2010). Además, la colestasis extrahepática estimula la síntesis de quimioquinas 

CXC que son, en parte, responsables de la infiltración de los tractos portales por 
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neutrófilos (Saito y Maher 2000; Gujral et al., 2003; Patsenker et al., 2008; Aller  

et al., 2010a).  

Los neutrófilos son componentes esenciales de la respuesta inflamatoria 

precoz a la agresión que sufre el hígado por colestasis (Shivakumar et al., 2004; 

Laschke et al., 2010; Jaeschke, 2011). En la colestasis extrahepática 

experimental la infiltración intersticial por neutrófilos ocurre ya a los tres días de 

la ligadura del colédoco (Levy et al., 1993; Gujral et al., 2003; Georgiev et al., 

2008). Las células del epitelio biliar contribuyen a la inflamación produciendo 

quimioatractantes de neutrófilos (Saito y Maher, 2000; Dold et al., 2010).  

Además, las células de Kupffer activadas por la endotoxemia portal secundaria a 

colestasis, estimulan la liberación de quimioquinas por los hepatocitos, lo cual 

implica a su vez la infiltración por neutrófilos (Wakabayashi et al., 2008) 

En esencia, la inflamación crónica hepática y la fibrogénesis constituyen un 

agregado dinámico de linfocitos, macrófagos y células del estroma relacionadas 

por interacciones autocrinas y paracrinas (Holt et al., 2008).   En ratas con 

ligadura de colédoco a largo plazo persiste una importante migración celular 

alrededor de la triada portal y de la vena central que se asocia con un aumento 

de citoquinas proinflamatorias en el hígado (Fernández-Martínez et al., 2009). 

Sin embargo, las citoquinas proinflamatorias inducen una respuesta hepatocitaria 

heterogénea al estímulo colestásico con una inhibición selectiva de los 

hepatocitos de la zona periportal (Donner et al., 2007).  

Ambos tipos celulares presentes en el intersticio hepático, las células 

estrelladas y los miofibroblastos, tienen la capacidad de expresar un fenotipo 

inmune. En particular, las células estrelladas hepáticas sintetizan un amplio 

espectro de mediadores inflamatorios, como quimioquinas (MCP-1, RANTES), 

factor de activación plaquetario (platelet activation factor, PAF), IL-8 y moléculas 

de adhesión leucocitaria (ICAM-1, VCAM), que son necesarias para el 

reclutamiento y la activación de los leucocitos en el intersticio (Bataller y Brenner, 

2005; Rockey, 2006; Iredale, 2007; Gressner et al., 2007; Friedman, 2008; 

Wasmuth et al., 2010; Wasmuth  y Weiskirchen, 2010). El alojamiento de 

leucocitos en el espacio intersticial hepático es favorecido por las células 

estrelladas hepáticas ya que éstas células expresan MMPs, lo cual aumenta la 

degradación de la matriz extracelular (Rockey, 2006; Gressner et al., 2007; Aller 

et al., 2010a; Day et al., 2011). Por lo tanto, las células estrelladas hepáticas 
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cambian su fenotipo contráctil a un fenotipo inmune. Se considera que éstos dos 

fenotipos están íntimamente relacionados, e incluso son interdependientes 

(Rockey, 2006).  

La infiltración del hígado colestásico por células inflamatorias (monocitos, 

neutrófilos) también sería secundaria a traslocación bacteriana intestinal. 

Endotoxinas y bacterias de procedencia intestinal alcanzarían el hígado en 

elevadas concentraciones como consecuencia del aumento de la permeabilidad 

de la barrera mucosa intestinal (Balzan et al., 2007).  La traslocación bacteriana 

intestinal es una complicación de la hipertensión portal y, por consiguiente, se 

produce en ratas con ligadura de colédoco (Garcia-Tsao y Wiest, 2004; Sztrymf 

et al., 2005; Karatepe et al., 2010; Huang CY et al., 2011). Las bacterias que 

colonizan la luz intestinal constituyen un gran reservorio de productos 

microbianos, como LPS, endotoxinas y otros fragmentos de la pared bacteriana, 

que son capaces de inducir la síntesis de citoquinas proinflamatorias (Garcia-

Tsao y Wiest, 2004). Por lo tanto, la traslocación bacteriana es un mecanismo 

etiopatogénico de infecciones bacterianas en la colestasis experimental (Sztrymf 

et al., 2005;  Abdeldayem et al., 2007). El aumento de la producción de TNF-α 

puede inducir traslocación bacteriana en ratas con cirrosis y ascitis ya que el 

bloqueo de TNF-α es capaz de inhibirlo sin aumentar la incidencia de infecciones 

sistémicas (Sztrymf et al., 2004; Francés et al., 2007; Aller et al. 2010c; Corradi 

et al., 2012) 

Las fases evolutivas tardías del modelo experimental de colestasis 

extrahepática se caracterizan por el desarrollo de angiogénesis, esto es, el 

crecimiento de nuevos vasos sanguíneos a expensas de vasos pre-existentes 

(Kurz et al., 2003; Davis 2011; Geudens y Gerhardt, 2011). Aunque el objetivo 

final de la proliferación endotelial es formar nuevos vasos sanguíneos para el 

transporte de oxígeno, sustratos y células sanguíneas (fase vascular), el 

endotelio posee otras funciones antes de que los nuevos vasos se desarrollen 

(fase prevascular) (Aller et al., 2007a, Aller et al., 2007b). Así, en las fases 

iniciales de la respuesta inflamatoria (fenotipos de isquemia-reperfusión y 

leucocitario), las nuevas células endoteliales podrían adoptar una función anti-

inflamatoria. Dichas propiedades, anti-oxidantes y anti-inmunes, favorecerían la 

resolución, así como la progresión al fenotipo angiogénico vascular (Aller et al., 

2007b). La angiogénesis requiere la migración de células endoteliales al espacio 
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intersticial, con la consiguiente proliferación y diferenciación en capilares (Aller et 

al., 2007b).  

En ratas con ligadura de colédoco la proliferación de los conductillos 

biliares, como ocurre en la organogénesis hepática, precede a la proliferación de 

los microvasos que los vascularizan. Después de una semana de ligadura de 

colédoco, a pesar de la intensa proliferación biliar, el plexo arterial peribiliar 

mantiene su arquitectura normal. Por el contrario, después de 2 a 4 semanas de 

evolución se desarrolla una significativa proliferación de la microvascularización 

que se extiende desde el plexo peribiliar de los tractos biliares (Gaudio et al., 

1996; Glaser et al., 2009; Glaser et al., 2011).  

El papel fundamental que ejercen los colangiocitos en la angiogénesis que 

ocurre después de la ligadura del colédoco en la rata ha sido corroborado al 

asociar la ligadura de la arteria hepática a la colestasis por ligadura del colédoco. 

En ésta situación, el hígado sufre un aumento de la apoptosis de colangiocitos, 

se altera la proliferación de los colangiolos con  disminución de la secreción de 

factor de crecimiento de endotelio vascular (vascular endotelial growth factor, 

VEGF) por los colangiolos y desaparece el plexo peribiliar. Curiosamente, las 

funciones de los colangiocitos y, por lo tanto, la integridad del plexo peribiliar son 

preservadas mediante el tratamiento con VEGF-A recombinante (Gaudio et al., 

2006). Igualmente, en el trasplante de hígado en el ser humano la regeneración 

biliar se produce a expensas de una proliferación inicial del compartimento 

epitelial, seguido del compartimento vascular que parece ser inducido por la 

expresión epitelial de VEGF-A (Van den Heuvel et al., 2006).  

 

 

5. TRATAMIENTO DE LA FIBROSIS HEPÁTICA 

         La fibrosis hepática es un proceso dinámico de reparación tisular 

secundario a la agresión persistente del hígado por múltiples factores, como la 

infección vírica, la ingesta excesiva de etanol, fármacos o toxinas, reacciones 

inmunes diversas en enfermedades metabólicas y colestasis. Por lo tanto, una 

consecuencia patológica común de la insuficiencia hepática crónica es la fibrosis 

(Mormone et al., 2011; Cohen-Naftaly y Friedman, 2011). El impacto clínico de la 

insuficiencia hepática es relevante porque la prevalencia mundial de cirrosis está 

aumentando y porque, a su vez, es la principal cauda de carcinoma 

hepatocelular (Russo y Parola, 2012). En particular, los datos epidemiológicos 
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demuestran un preocupante incremento de cirrosis hepática secundaria a 

infección crónica por el virus de la hepatitis B o C, por el consumo de alcohol y 

por la enfermedad hepática por depósito de grasa (Poynard et al., 1997, Parola 

et al., 2008).  

         Se estima que 170 millones de pacientes sufren insuficiencia hepática 

crónica en el mundo y, de ellos un 25-30% desarrollarán fibrosis significativa y, 

eventualmente cirrosis. Además, entre las patologías del tracto gastrointestinal, 

la cirrosis hepática es la causa de muerte más frecuente de origen no tumoral en 

Europa y USA, constituye la séptima causa de muerte en los países occidentales 

y es también principal factor predisponente de carcinoma hepatocelular, que 

cursa a su vez con un 85-90% de mortalidad (Gupta et al., 1999) 

         La patogenia de la fibrosis hepática resulta en esencia de una alteración de 

la remodelación por la sustitución progresiva del parénquima funcional hepático 

por haces estrechamente unidos de colágeno I/III y otras proteínas de la matriz 

extracelular. La fibrosis altera la arquitectura y la función normales del hígado, 

disminuye el número de fenestras de las células endoteliales (capilarización 

sinusoidal) y se produce hipertensión portal (Cohen-Naftaly y Friedman, 2011; 

Ellis y Mann 2012). Este proceso de cicatrización hepática, si progresa, conduce 

al desarrollo de cirrosis hepática, una patología caracterizada por la 

desestructuración del parénquima hepático, con formación de septos fibrosos 

que delimitan nódulos de regeneración, aumento de la resistencia al flujo 

sanguíneo portal y un grave deterioro de la función hepática que puede 

comportar finalmente un fallo hepático. Además, la fibrosis se considera un 

estadio precanceroso que proporciona un medioambiente idóneo para el 

desarrollo de tumores primarios (Domínguez et al., 2009; Hirschfield et al., 2010; 

Mormone et al., 2011; Cohen-Naftaly y Friedman, 2011; Solís-Herruzo et al., 

2011; Hytiroglou et al., 2012; Wynn y Ramalingam, 2012). 

 En realidad, la fibrosis es la consecuencia patológica comun de muchas 

enfermedades inflamatorias crónicas y consiste en una acumulación excesiva de 

tejido conectivo fibroso (componentes de la amtriz extracelular, como el colageno 

y la fibronectina) en el interior y alrededor de un tejido inflamada y lesionado. Si 

éste proceso persiste, se convierte en una patología irreversible que causa una 

cicatrización premanente con disfunción orgánica e, incluso fallecimiento de los 

pacientes que sufren insuficiencia hepática o renal terminal, fibrosis pulmonar 
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idiopática y fracaso cardíaco (Paz y Shoenfeld, 2009; Wynn y Ramalingam, 

2012). 

         La cascada de eventos que comportan el desarrollo de la fibrosis hepática 

se inicia con neocrosis y apoptosis hepatocitaria, en respuesta a la agresión 

repetida, que activan la señalización inflamatoria por medio de citoquinas y 

quimioquinas, la desregulación de la respuesta inmune , tanto innata como 

adaptativa, el reclutamiento de células inmunes, una transición epitelio-

mesenquimal de tipo 2 con diferenciación de células epitelaiales (los hepatocitos) 

en células mesenquimales y la activación de células fibrogénicas, todo lo cual 

culmina con un disblalance del turn-over de la matriz extracelular que favorece la 

síntesis excesiva y posterior depósito (Cohen-Naftaly y Friedman, 2011; 

Fragiadaki y Masson, 2011; Ellis y Mann 2012; Wynn y Ramalinganm, 2012). 

Estos sucesivos procesos patológicos, unidos a la activación de la vías de 

regulación transcripcional y a alteraciones epigenéticas, constituyen elementos 

clave como dianas terapéuticas para intentar detener la progresión o, incluso, 

revertir la fibrosis, si bien en la actualidad el único tratamiento curativo de la 

cirrosis es el trasplante de hígado. Los análisis epidemiológicos predicen un pico 

de insuficiencia hepática crónica avanzada en la próxima década, con el 

subsiguiente aumento del número de pacientes que desarrollarán una 

insuficiencia hepática terminal y que precisarán por tanto un trasplante hepático. 

Sin embargo, el grave deterioro de los enfermos cirróticos y la escasez de 

órganos donantes limitan la aplicación de esta técnica quirúrgica. Además, el 

trasplante hepático se complica como resultado de incompatibilidades 

inmunológicas y porque no siempre es efectivo. Así, un grupo de pacientes que 

reciben un trasplante de hígado como tratamiento de la cirrosis vírica B o C, 

desarrollan una progresión fibrótica fulminante de la cirrosis en un plazo de 2-3 

años (Poynard et al., 1997). Y, aunque indudablemente es la terapia de elección 

actual, el trasplante ortotópico de hígado sufre las consecuencias de la escasez 

de hígados donantes, de lesión intra- operatoria y de riesgo de rechazo del 

injerto. Por lo tanto, el desarrollo de nuevas terapias médicas capaces de detener 

o revertir la fibrosis constituye un reto urgente que ha impulsado a numerosos 

autores a investigar en esta área de la hepatología (Hirschfield et al., 2010; 

Bissell 2011; Mormone et al., 2011; Ellis y Mann 2012; Russo y Parola 2012). 

        La fibrosis hepática crónica es por tanto un problema de salud de 

proporciones significativas. El desarrollo experimental de modelos preclínicos, en 
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particular en el ratón, han proporcionado una plétora de posible alternativas 

terapéuticas. Sin embargo, el hígado del ratón no es un buen modelo de lesión 

hepática en el ser humano y los esfuerzos realizados para trasladar sus 

resultados a la fibrosis hepática humana han sido improductivos hasta la 

actualidad (Friedman 2010; Bissell 2011; Ellis y Mann 2012). Es cierto que existe 

un número creciente de publicaciones que sugiere que la fibrosis hepática puede 

revertir en todas las insuficiencias hepáticas crónicas, independientemente de su 

etiología, si se elimina su agente etiológico o se trata la patología de origen. Las 

evidencias más comunicadas de la regresión de la fibrosis hepática derivan de 

los estudios a largo plazo sobre los efectos de las terapias antivirales en la 

hepatitis C crónica. Los resultados de estos estudios indican que la regresión de 

la fibrosis hepática se asocia con mejoría de la sintomatología clínica de los 

enfermos, lo cual refuerza la regresión histológica demostrada como un 

fenómeno real (Bissell 2011; Ellis y Mann 2012; Hytiroglou et al., 2012). 

         La resolución de la fibrosis probablemente es secundaria a un aumento de 

la actividad de colagenasas intersticiales y a una disminución de la expresión de 

TIMP, lo cual contribuye al aclaramiento de las células estrelladas hepáticas 

activadas. A su vez, la eliminación de esta células estrelladas activadas puede 

ser el resultado de apoptosis, especialmente en pacientes con hepatitis crónica 

C, senescencia y/o reversión hacia la quiescencia (González et al., 2009; Cohen-

Naftaly y Friedman 2011; Friedman 2012, Figura 4). La senescencia celular es un 

programa genéticamente controlado que impide la división celular una vez que 

las células exceden su capacidad proliferativa finita. El perfil genético de las 

células estrelladas hepáticas senescentes está definido, en parte, por la 

inducción de p53, p21 y p16. Además, estas células senescentes son más 

susceptibles de ser destruídas por células Naturall Killer (NK) (Krizhanovsky et 

al., 2008). Por último, la reversión de células estrelladas se asocia a la re-

expresión de genes propios de un fenotipo quiescente, como son el receptor 

activado proliferador de peroxisoma (“peroxisome proliferator activated receptor 

gamma”; PPAR-γ) o sus ligandos (Hazra et al., 2004). 
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Figura 4:  Fases de la activación de las células estrelladas secundaria a la 
agresión hepática, progresión y regresión de la fibrosis (Friedman et al., 2012). 

 

 Durante mucho tiempo, la fibrosis fue considerada un proceso irreversible, 

al menos clínicamente, siendo usualmente tratada con agentes anti-inflamatorios 

e inmunosupresores, como D-Penicilamina, Colchicina,  Corticoides, Azatioprina, 

Mofetil micofenolato, Ciclofosfamida, Ciclosporina, antagonistas del receptor de 

Endotelina-1 (Bosentan), inhibidores de Angiotensina II o Tamoxifen, entre otros, 

pero siempre con resultados frustrantes (Paz y Shoenfeld, 2010).  Idealmente, la 

terapia para la fibrosis hepática debería de ser hepato-específica, selectiva para 

actuar sobre la cascada fibrogénica, incluyendo la inhibición del depósito de 

matriz extracelular, la activación de la degradación de la matriz, la estimulación 

de la muerte de las células estrelladas hepáticas (por necrosis o apoptosis) y 

además debería de ser bien tolerada si se administra durante periodos 

prolongados de tiempo (Mormone et al., 2011, Figura 5).  
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Figura 5:  Conceptos “clave” implicados en la activación de las células estrelladas y 
patogénesis de la fibrosis hepática. TGF: “transforming growth factor” (factor 
transformador de crecimiento). PDGF: “platelet-derived growth factor”. PDGF: “platelet-
derived growth factor” (factor de crecimiento derivado de plaquetas). ROS: “reactive 
oxygen species” (especies reactivas del oxígeno). CTGF: “connective tissue growth 
factor” (factor de crecimiento del tejido conectivo) ECM: “extracellular matrix” (matriz 
extracelular). COL:  “collagen” (colágeno). TIMP: “ Tissue inhibitor of Metalloproteinases” 
(inhibidor tisular de metaloproteinasas). MMPs:  “Matrix metalloproteinases” 
(Metaloproteinasas de la matriz) (Mormone et al., 2011). 

 

 

5. A.   Terapia molecular de la fibrosis hepática 

        Existen diversas estrategias moleculares para diseñar agentes antifibróticos: 

- Eliminar la causa de la lesión hepática y sus mediadores 

- Reducir la inflamación y la respuesta inmune 

- Intervenir en vías de señalización específicas: interacción ligando-    

receptor, señalización intracelular. 

- Reducir la fibrogénesis, inhibir la síntesis de matriz extracelular. 

- Resolver la fibrosis aumentando la degradación de la cicatriz o estimulando 

la apoptosis de las células estrelladas. 

 

5.A.1. Eliminación de la causa de la fibrosis hepática y de sus mediadores 

        Hasta la actualidad la eliminación o el control de la etiología subyacente es 

el tratamiento antifibrótico más eficaz. Indudablemente las medidas terapéuticas 

que eliminan la causa específica de la lesión hepática (virus de la hepatitis B o C, 

alcohol, obstrucción de la vía biliar, esteatosis hepática…) reducen la fibrosis y 

estabilizan la función hepática (Bisell 2011). En este sentido, la terapia con 

interferón-gamma (γ-IFN) fue unos de los primeros agentes que demostró su 

efectividad para bloquear la fibrogénesis e inhibir la activación de las células 

estrelladas hepáticas en los pacientes con hepatitis vírica (Pockross et al. 2007). 

La eliminación del exceso de hierro en la hemocromatosis o del cobre en la 

enfermedad de Wilson, la abstinencia de alcohol, la descompresión de la vía 

biliar y la pérdida de peso en pacientes con NASH (Non-alcoholic steatohepatitis) 

son medidas capaces de inducir una reducción intensa de la fibrosis (Hammel et 

al. 2001; Dixon y Wells, 2004; Cohen-Naftaly y Friedman 2011). 

 

5.A.2.   Reducción de la inflamación y de la respuesta inmune 

         En pacientes con patología hepática colestásica, la administración de ácido 

ursodesoxicólico es el único tratamiento médico disponible. El efecto colerético 
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del ácido ursodesoxicólico, su capacidad para convertir el pool total de ácidos 

biliares  más hidrofóbico, su efecto estabilizador de la membrana hepatocitaria, y 

sus acciones antioxidante y anti-apoptótica contribuyen a su efecto beneficioso, 

en particular en la cirrosis biliar primaria y en la colestasis obstétrica (Rockey 

2008; Hirschfiel et al., 2010; Cohen-Naftaly y Friedman 2011). 

         Cuando los hepatocitos son lesionados liberan cuerpos apoptóticos, 

citoquinas y mediadores inflamatorios (Cohen-Naftaly y Friedman 2011, Figura 

6). Por ello, la reducción de estos mediadores o la inhibición de la apoptosis 

hepatocitaria con fármacos anti-apoptóticos, como el inhibidor de Capasa 3, 

podrían ser medidas eficaces, pero desafortunadamente no han  tenido éxito en 

la clínica por sus efectos secundarios (Cohen-Naftaly y Friedman 2011). 

 

          
Figura 6: Cascada inflamatoria durante la fibrosis hepática. Los hepatocitos lesionados 
liberan cuerpos apoptóticos que son fagocitados por células de Kupffer y por células 
estrelladas hepáticas (HSCs), que a su vez inducen la activación de las HSCs. La 
estimulación paracrina por especies reactivas de oxígeno (ROS), quimioquinas y 
citoquinas también induce la activación de las HSCs. Las quimioquinas procedentes tanto 
de los hepatocitoslesionados como de las HSCs activadas también inducen el 
reclutamiento de células inflamatoras que potencian esta cascada inflamatoria.  TGF: 
transforming growth factor (Factor transformador de crecimiento); ROS: reactive oxygen 
species (especies reactivas de Oxígeno); CXC: Chemokines (Quimioquinas); MCP: 
monocyte chemotactic proteína (proteina quimiotáctica de Monocitos); IL:  Interleukin 
(Interleuquina);  NKT: natural killer T cells (células T Natural Killer). NK; Naturall killer 
cells; TNF: tumoral necrosis factor (Factor de necrosis tumoral);  IFN: Interferon (Cohen-
Naftaly y Friedman 2011). 

 

         Puesto que la inflamación persistente casi siempre termina en fibrosis, 

todos los fármacos que actúan inhibiendo la cascada inflamatoria poseen 

actividad anti-fibrogénica. Ya que el círculo vicioso de la formación de la cicatriz  
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se inicia por estrés oxidativo, reducir la formación de especies reactivas el 

oxígeno (ROS; “Reactive Oxygen Species”) también atenúa la respuesta 

inflamatoria que, a su vez reduce la activación de las células estrelladas 

hepáticas y la fibrogénesis y disminuyen la lesión hepatocitaria. Los compuestos 

antioxidantes incluyen suplementos dietéticos y fármacos que han sido probados 

en modelos animales y en ensayos clínicos, y son Vitamina E, Fosatidilcolina, S- 

adenosíl- metionina (SAMe), silimarina, N-acetil-cisteína y resveratrol (Kawada et 

al. 1998; Sanyal et al 2010; Martínez-Chantar et al. 2002; Vercelino et al. 2010; 

Mormone et al. 2011). NADPH-oxidasa, una enzima que induce estrés oxidativo, 

es activada por angiotensina II (Ang II) en zonas inflamadas del parénquima 

hepático. La administración a largo plazo de Losartán, un inhibidor de la Ang II, 

reduce la expresión de NADPH-oxidasa, y los genes profibrogénicos de 

Colágeno I, metaloproteasa de la matriz-2 (Matrix Metalloprotease-2; MMP-2) y 

de uroquinasa (Colmenero et al, 2009). 

         Fármacos anti-inflamatorios como corticoides, colchicina e IL-10 han sido 

también probados para reducir la fibrosis hepática (Mormone et al. 2011). El uso 

de dexametasona en cultivos celulares reduce la señalización por TGF-β1 en 

células estrelladas hepáticas (Bolkenius et al. 2004), pero su acción sobre las 

células de Kupffer acelera la fibrogénesis como consecuencia del aumento de 

TIMP-1 en ratas con ligadura del colédoco (Melgert et al. 2001). Esta respuesta 

dual enfatiza la complejidad de la señalización del proceso fibrogénico y la 

dificultad de utilizar un fármaco como los corticoides, que tiene múltiples 

mecanismos de acción (Cohen-Naftaly y Friedman 2011). 

 Otra estrategia anti-inflamatoria consiste en neutralizar  las citoquinas pro-

inflamatorias utilizando citoquinas anti-inflamatorias específicas y/o antagonistas 

de sus receptores, como los compuestos anti-TNF-α (Infliximab, Etanercept y 

Pentoxifinlina) para reducir las complicaciones y mejora el pronóstico, mas que 

para inhibir la fibrosis (Lebrec et al., 2010; Cohen-Naftaly y Friedman, 2011) 

         Fármacos anti-inflamatorios como corticoides, colchicina e IL-10 han sido 

también probados para reducir la fibrosis hepática (Mormone et al. 2011). El uso 

de dexametasona en cultivos celulares reduce la señalización por TGF-β1 en 

células estrelladas hepáticas (Bolkenius et al. 2004), pero su acción sobre las 

células de Kupffer acelera la fibrogénesis como consecuencia del aumento de 

TIMP-1 en ratas con ligadura del colédoco (Mefert et al. 2001). Esta respuesta 

dual enfatiza la complejidad de la señalización del proceso fibrogénico y la 
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dificultad de utilizar un fármaco como los corticoides, que tiene múltiples 

mecanismos de acción (Cohen-Naftaly y Friedman 2011). 

         En la actualidad se ha demostrado que múltiples elementos que integran la 

respuesta inmune, tanto innata como adaptativa, participan en la diferenciación y 

activación de los fibroblastos. Por ello, la modulación de de éstos mecanismos 

inmunes implicados en la fibrogénesis están siendo propuesto como potenciales 

terapias para las frecuentes y graves patologías fibróticas que sufre el ser 

humano (Wynn y Ramalingam, 2012). 

 Ya que los miofibroblastos activados son las células que protagonizan la 

patogenia de las enfermedades fibróticas, diversas estrategias anti-fibróticas 

experimentales están intentando actuar sobre la activación, proliferación y/o 

reclutamiento  de los fibroblastos, como Pirfenidona (Richeldi y Du Bois, 2011), 

anticuerpos contra TGF-β1 (Nakanish et al., 2007) o contra CTGF o integrina 

αvβ6, que es responsable de la activación de TGF-β constitutivamente latente 

(Munger et al., 1999). Bortezomib, un inhibidor del poteasoma induce apoptosis 

de las células estrelladas hepáticas (Anan et al., 2006) y los inhibidores de 

proteinquinasa serina/treonina reducen el número de fibrocitos circulantes 

(Kralovics et al., 2005). Ya que los miofibroblastos que sintetizan componentes 

de la matriz extracelular son las células que protagonizan la patogenia común de 

las patologías fibróticas, cualquier terapia que bloquee con éxito su actividad 

podría poseer amplias propiedades anti-fibróticas (Wynn y Ramanlingam, 2012). 

 El bloqueo de mecanismos o moléculas proinflamatorias, como TNF-α o IL-

17ª, los receptores de PDGF y VEGF, los inhibidores de Jaks, una familia de 

trosinaquinasa que transducen señales mediadas por citoquinas, están siendo 

investigadas en la fibrosis hepática (Raghu et al., 2008; Verstovsek, 2010; Wilson 

et al., 2010). 

 La respuesta inmune de tipo Th2 es un potente activador de la fibrosis 

progresiva (Wynn y Ramanlingam, 2012) y por ello los anticuerpos monoclonales 

humanizados IL-13 e IL-4 (Corren et al., 2011) están siendo probados por 

diversos laboratorios farmacéuticos. 

 Los macrófagos también ejercen una actividad profibrótica en las fases 

precoces de la respuesta de reparación tisular porque sintetizan mediadores 

inflamatorios que pueden aumentar la lesión tisular, como son IL-1β, TNF-α y 

especies reactivas de oxígeno y nitrógeno, además de mediadores profibróticos, 

como TGF-β1. Sin embargo, en los estadios tardíos de la reparación tisular, un 
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subtipo de macrófagos (M2) se transforman en un fenotipo supresor que expresa 

diversos mediadores anti-inflamatorios, como IL-10, Arg 1, y ligandos -2 y Relm-

α, que promueven la resolución de la respuesta inflamatoria (Murray et al., 2011; 

Wynn y Ramalingam, 2012). Por ello, anticuerpos monoclonales anti-CCL2 

(MCP-1) implicados en el reclutamiento de monocitos (Ekert et al., 2011), de 

amiloide P sérico recombinante humano, también denominado Pentraxina 2, que 

inhibe la inflamación y la fibrosis al inducir la producción de IL-10 en macrófagos 

pro-resolución (M2) (Castaño et al., 2009), inhibidores de elastasa de neutrófilos, 

inhibidores de deacetilasas de histonas, enzimas que regulan la transcripción 

genética de fibrocitos (McKinsey, 2012), son todas alternativas terapéuticas anti-

fibróticas. En particular, la expansión de una población de células Treg-

específicas de colágeno tipo V y la activación y/o el reclutamiento de poblaciones 

específicas de macrófagos son estrategias particularmente atractivas porque se 

fundamentan en la alteración del carácter de la respuesta inmune, más que en su 

simple disrupción, lo que podría poseer un efecto anti-fibrótico más prolongado 

(Wynn y Ramalingam, 2012). 

 

5.A.3. Intervención en vías de señalización específicas: interacciones ligando-

receptor y señalización intracelular. 

 El descubrimiento de la expresión de receptores nucleares y de membrana 

por las células estrelladas hepáticas ha impulsado nuevas posibilidades de 

terapias antifibróticas. Las posibles dianas son el sistema renina-angiotensina y 

los receptores de Serotonina, Canabinoides y endotelina 1 (ET-1), así como las 

vías de señalización intracelular en las que están implicados los receptores 

nucleares PPARγ, Farnesoide X, receptor de Pregnano X y receptor hepático X. 

NFκB también es una ruta de señalización crítica en el control de la 

supervivencia y las respuestas celulares de las células estrelladas hepáticas 

(Cohen-Naftaly y Friedman, 2011). 

 

- Receptores neuroquímicos. Al menos tres clases de neurotransmisores son 

expresados por los miofibroblastos: Canabinoides, opioides y Serotonina, y cada 

uno de los cuales regula actividades fibrogénicas clave en la célula. Dos 

receptores de Canabinoides acoplados a proteína G (CB1 y CB2) son 

expresados en el hígado. El receptor CB1 está activado en los miofibroblastos y 

estimula la fibrosis, en tanto que la señalización a través del receptor CB2 es 
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antifibrótica, aunque puede amplificar la inflamación (Hezode et al., 2005; Julien 

et al., 2005; Deveaux et al., 2009). Por lo tanto, antagonizar CB1 es la estrategia 

anti-fibrótica más prometedora. En un estudio clínico de dos años de evolución, 

el antagonista CB1 Rimobanant consiguió una significativa pérdida de peso 

corporal y mejoró funciones metabólicas, disminuyó los triglicéridos y aumentó la 

sensibilidad a la Insulina, pero un elevado porcentaje de pacientes desarrollaron 

una depresión clínica como consecuencia del antagonismo del receptor CB1 en 

el SNC (Gelfaud y Cannon, 2006). Por ello, en la actualidad se están intentando 

sintetizar antagonistas del receptor canabinoide CB1 que no atraviesen la barrera 

hemato-encefálica. 

 Los opioides y sus receptores son otros potenciales dianas terapéuticas en 

pacientes con colangitis esclerosante primaria. Los opioides endógenos ejercen 

acciones proliferativas y profibrogénicas en las células estrelladas hepáticas (De 

Minicis et al., 2008). Naltrexona, un antagonista opiáceo es antifibrótico en 

modelos experimentales de fibrosis hepática (Ebrahinkhani et al., 2006). Los 

miofibroblastos humanos también expresan receptores de Serotonina que 

median proliferación y fibrogénesis. La antagonización con Metiofenina o 

Spiperona induce apoptosis de los miofibroblastos y reduce la fibrosis (Ruddell et 

al., 2006). 

 

- Sistema Renina-Angiotensina. 

 La Angiotensina II (Ang-II) es un factor clave en la fibrogénesis. Ang-II es 

secretada por las células estrelladas hepáticas y se une al receptor AT1, también 

expresado por éstas células (Bataller et al., 2003b) e induce la contracción y 

proliferación y aumenta la síntesis de colágeno I (Tharaux et al., 2000). 

Consecuentemente, el bloqueo del sistema Renina-Angiotensina con inhibidores 

del enzima convertidor de Ang (IECAs) o por bloqueantes de los receptores AT1 

podrían representar una interesante estrategia para el tratamiento de la fibrosis 

hepática que se están probando actualmente en la clínica humana. La Endotelina 

1 (ET-1) y el óxido nítrico (NO) son importantes controladores de la contractilidad 

de las células estrelladas hepáticas. ET-1 es un potente vasoconstrictor hepático 

presente en elevadas concentraciones en la cirrosis hepática (Yokomori et al., 

2011). El bloqueo de los receptores de ET-1 tipo A y la administración de 

vasodilatadores, como PGE2 y donantes de NO, ejercen una actividad anti-

fibrótica y reducen la hipertensión portal (Cho et al., 2000). 
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 Las Adipoquinas contribuyen a las complicaciones de la obesidad, 

incluyendo el síndrome metabólico y la fibrosis hepática. Alteraciones 

metabólicas son consideradas el primer “hit” de la lesión hepática relacionada 

con la obesidad, seguido de estrés oxidativo e inflamación (Marra et al., 2005). 

La leptina y su antagonista, la adiponectina, son secretadas por el tejido adiposo 

y por células estromales, en particular por las células estrelladas hepáticas 

(Ikejima et al., 2007). Los niveles séricos de leptina se correlacionan con el grado 

de obesidad y promueve la fibrogénesis a través de la activación de la vía de 

señalización JAK/STAT (Choi et al., 2010). Por el contrario, los niveles séricos de 

Adiponectina se correlacionan inversamente con la grasa corporal y antagonizan 

la fibrogénesis (Wedemeyer et al., 2009). 

 Grelina, una hormona intestinal que regula la ingesta, disminuye en 

hepatopatías crónicas y se correlaciona con la expresión de genes 

profibrogénicos. Así, en ratas la administración de Grelina recombinante ejerce 

efectos hepato-protectores y antifibróticos en el hígado que deben ser 

comprobados en el ser humano (Moreno et al., 2010). 

 Muchas citoquinas proliferativas, incluyendo PDGF, FGF y TNF-α señalizan 

a través de receptores tirosina-quinasa, una familia de receptores moleculares de 

superficie que fosforilan residuos específicos de tirosina siguiendo a la unión con 

su ligando. La antagoniación de vías mediadas por PDGF o VEGF reducen la 

proliferación de células estrelladas hepáticas (Gonzalo et al., 2007; Tugnes et al., 

2007). Por ejemplo, Sorafenilo, un inhibidor múltiple de receptores tirosina-

quinasa utilizado en el tratamiento del carcinoma hepatocelular, actúa sobre las 

vías de señalización del receptor PDGF y Raf/ERK (Wang et al., 2010). Gleevec 

y Nilotinilo, otros pequeños antagonistas tirosina-quinasa reducen la fibrosis 

hepática inhibiendo la fosforilación de ERK y Akt inducidas por PDGF y TGF-β 

(Yostriji et al., 2005; Liu et al., 2011). Las células estrelladas hepáticas expresan 

también diferentes receptores de factores de transcripción nucleares, incluyendo 

PPARγ, FXR y PXR (Mann y Mann, 2009). Las Tiazolidonas, antidiabéticos 

orales agonistas de PPARγ, reducen la síntesis de colágeno y la activación de 

las células estrelladas hepáticas (Galli et al., 2002). La unión de ácidos biliares a 

FXR (receptores hepáticos X) es anti-fibrótico al reducir la expresión de colágeno 

I (Fiorucci et al., 2004). Además, ésta cascada de señalización disminuye la 

supervivencia de las células estrelladas hepáticas activadas (Fiorucci et al., 

2005). 
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5.A.4. Inhibición de la fibrogénesis. 

 La inhibición de la producción de matriz extracelular es una de las 

estrategias terapéuticas más interesantes y el número de citoquinas implicadas 

se amplia continuamente. TGFβ1 es el más potente inductor de colágeno I y de 

otros constituyentes de la matriz y, por lo tanto, la inhibición de sus acciones 

constituye un objetivo prioritario del tratamiento de la fibrosis hepática. La 

disrupción de la síntesis o de la actividad de TGF-β reduciría la síntesis de 

colágeno y la formación de tejido cicatricial y aceleraría la degradación de la 

matriz (George et al, 1999; Okuno et al, 2011). Se ha demostrado la existencia 

de una correlación directa entre los niveles plasmáticos de TGF-β1 y el grado de 

fibrosis de Ishak, lo cual sugiere que dichas concentraciones circulantes 

constituirían un indicador de la necesidad de establecer un tratamiento de la 

fibrosis (Kim, 2011). 

 El medio-ambiente, la dieta y ciertos hábitos, son factores de riesgo para la 

progresión de la fibrosis. La cafeína ejerce un efecto antifibrótico posiblemente 

por antagonizar el receptor hepático de Adenosina A2A y la adenosina generada 

por el metabolismo del etanol desempeña un papel muy importante en la 

esteatosis hepática inducida por etanol a través de los receptores A1 y A2B 

(Freedman et al., 2009; Modi et al., 2010; Robson y Schuppan, 2010). La cafeína 

inhibe la expresión de CTGF activada por TGF-β en los hepatocitos a través de 

vías dependientes de PPARγ y SMAD2/3 (Gressner et al., 2008). 

  Se ha demostrado que varios compuestos herbáceos inhiben directamente 

la síntesis de colágeno, como Pirfenidona (Rockey, 2008), colchicina, una planta 

alcaloide con propiedades anti-inflamatorias (Nikolaidis et al., 2006). Este tipo de 

tratamiento es muy utilizado en Asia y precisa de mayor desarrollo en Occidente. 

La más prescrita es sho-saiko-to, que reduce la síntesis hepática de colágeno de 

tipos I y III y el contenido de hidroxiprolina (Sakaida et al., 1998). La salvia y la 

Curcumina (presente en el curry) son anti-fibróticos e inhiben la síntesis de matriz 

extracelular, suprimen la proliferación e inducen la apoptosis de las células 

estrelladas hepáticas (O’Connell y Rushworth, 2008). 

 Comparado con otras estrategias genéticas anti-sentido, como los 

oligonucleótidos anti-sentido, las ribozimas o DNA-zimas, los siRNA han 

demostrado ser más potentes inhibidores de cualquier gen diana con una 

elevada especificidad de secuencia (Agaard y Rossi, 2007). Por éste motivo, los 
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siRNA constituyen una poderosa alternativa terapéutica para tratar la fibrosis 

hepática en el futuro (Mormone et al., 2011). 

 La mayoría de los genes que deben ser modificados son los responsables 

de la activación y proliferación de las células estrelladas hepáticas, y los de la 

síntesis y/o depósito de colágeno, que son los marcadamente activados durante 

la fibrogénesis hepática, incluyendo CTGF, TGF-β1, PDGF, TIMPs y el inhibidor -

1 del activador de Plasminógeno (Hu y Xie, 2009). Sin embargo, estas moléculas 

intervienen en muchos procesos fisiológicos y su inhibición puede producir 

efectos adversos. Se ha conseguido el silenciamiento específico del gen de TGF-

β1 mediante siRNAs en células estrelladas hepáticas que reduce la producción 

de colágeno I, TIMP 1 y citoquinas inflamatorias (Cheng et al., 2009; De Vriese et 

al., 2006). La inhibición de los productos finales de la glicación avanzada de 

receptores (receptor for advanced glycation and products, RAGE) utilizando 

vectores siRNA específicos tiene importantes efectos anti-fibrogénicos. Mediante 

ésta técnica genética disminuye la síntesis de colágeno I y los niveles séricos de 

pro-colágeno tipo III, laminina y ácido hialurónico (De Vriese et al., 2006). La 

supresión de la expresión activada de NF-κB y de la activación de las células 

estrelladas hepáticas mediante la inhibición de la degradación de IκBα, la 

inhibición de la producción de matriz extracelular y la atenuación de la lesión 

hepática puede constituir una alternativa para prevenir la fibrosis hepática 

inhibiendo RAGE (Mormone et al., 2011). 

 En base a estudios recientes, los micro RNAs (MiRNAs) se han postulado 

como biomarcadores y como dianas terapéuticas. Los miRNAs pertenecen a una 

pequeña clase de pequeñas moléculas de RNA no codificantes que controlan la 

expresión de proteínas a nivel post-transcripcional (Nilsen, 2007). En la fibrosis 

hepática, la activación de las células estrelladas hepáticas, que es regulada por 

múltiples vías de transducción de señales, se considera un evento crucial. Por lo 

tanto, las proteínas de las vías de señalización implicadas podrían ser 

importantes dianas para los miRNAs (Mormone et al., 2011). Por análisis 

comparativo bioinformático de microarrays en células estrelladas hepáticas 

quiescentes y activadas, se ha comprobado que, cuando están activadas 13 vías 

de señalización están estimuladas y 22 inhibidas por miRNA (Guo et al., 2009). 

Estudiando fibrosis hepática con técnicas de microarrays se ha demostrado que 

miembros de la familia miR-29 media la regulación de fibrosis hepática 

experimental y está implicado en la señalización de TGF-β y NF-κB en células 
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estrelladas hepáticas, con la subsiguiente activación de genes de matriz 

extracelular (Roderburg et al., 2011). 

 

5.A.5.  Resolución de la Fibrosis. 

 Se puede aumentar la degradación de la matriz extracelular, o bien 

estimular la apoptosis de las células estrelladas hepáticas. En el primer 

supuesto, posibles opciones terapéuticas son inducir la activación de enzimas 

endógenos que degradan la matriz extracelular rica en colágeno o administrar 

dichos enzimas utilizando terapia genética. MMP-8 y activador de Plasminógeno 

tipo uroquinasa inducen la degradación de colágeno in vivo (Siller-López et al., 

2004; Salgado et al., 2000) y la activación de MMPs (MMP-8 y MMP-1) mediante 

su transfección con adenovirus mejora la fibrosis (Iimuro et al., 2003; Siller-López 

et al., 2004). Por otra parte, la inhibición de TIMP induce, no sólo la activación de 

MMPs, sino también reduce la supervivencia de las células estrelladas hepáticas, 

lo cual comporta la apoptosis y eliminación de las células fibrogénicas. Así, 

Polaorezina inhibe la expresión de TIMP-1 y TIMP-2 y atenúa la fibrosis (Sugino 

et al., 2008). 

 En el segundo caso, la eliminación de los miofibroblastos por apoptosis es 

uno de los fenómenos clave de la respuesta endógena hepática para eliminar las 

cicatrices. Las interacciones entre las células estrelladas hepáticas y la matriz 

circundante modula la producción de apoptosis. La degradación de la matriz 

fibrosa y, especialmente del colágeno I y de TIMP-I reduce las señales de 

supervivencia de las células estrelladas hepáticas. Por el contrario, el aumento 

de la supervivencia de las células estrelladas hepáticas puede ser el resultado de 

un aumento de la expresión de proteínas anti-apoptóticas, tales como Bcl-2 

(Novo et al., 2006) y de factores de transcripción, en particular de NF-κB. La 

inhibición de NF-κB por gliotoxina, un derivado fúngico, por inhibidores de ACE y 

por sulfasalazina acelera la recuperación de la fibrosis (Pahl et al., 1996; Oakley 

et al., 2005). Los antagonistas de CB1 (Rimonabant) o de 5-HT también causan 

la apoptosis de los miofibroblastos (Ruddell et al., 2006). El reto actual es inhibir 

específicamente la supervivencia de los miofibroblastos sin lesionar los 

hepatocitos ni estimular el sistema inmune. 

 Otro tipo celular fundamental en éste proceso son las células NK, cuya 

acción es anti-fibrogénica. Su activación, por consiguiente, podría ser una 

novedosa alternativa terapéutica en el hígado fibrótico (Gao et al., 2009). Cuando 
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las células estrelladas hepáticas adoptan el fenotipo miofibroblasto pueden ser 

susceptibles a apoptosis inducida por las células NK, en parte mediante la 

inactivación del ligando inhibidor de células NK y la activación de los receptores 

TRAIL (Radaeva et al., 2006). Además, la producción de IFN-γ, un hito 

fundamental de la activación de las células NK, es otro importante mecanismo 

que contribuye a los efectos antifibróticos de las células NK. IFN-γ, no sólo inhibe 

directamente la activación de las células estrelladas hepáticas, sino que también 

potencia la citotoxicidad de las células NK contra las células estrelladas 

hepáticas mediante la activación de NKG2D y la expresión de TRAIL por las NK 

(Jeong et al., 2006). De hecho, la administración de IFN-γ a pacientes con 

hepatitis B reduce significativamente el grado de fibrosis (Weng et al., 2003). 

 Los múltiples intentos terapéuticos para prevenir y/o revertir la fibrosis 

implican la necesidad de idear estrategias anti-fibróticas integrales que 

intervengan simultáneamente sobre mediadores inflamatorios, citoquinas 

profibróticas, respuestas inmunes innata y adaptativa alteradas y sobre cambios 

intrínsecos celulares y/o tisulares intrínsecos. Estos tratamientos integrales serán 

probablemente la forma más exitosa de tratar esta patología tan compleja y tan 

difícil de manejar. Por este motivo, el futuro precisa incorporar terapias 

combinadas basadas en el fenotipado genético y biológico del estadio clínico de 

los pacientes diagnosticados de fibrosis para seleccionar los grupos de enfermos 

más homogéneos para aplicar ensayos específicos (Paz y Shoenfeld, 2010; 

Wynn y Ramalingam, 2012). 

 Diversos estudios están sugieriendo que, aunque la fibrosis está ligada 

inicialmente con una intensa respuesta inflamatoria, existen mediadores y vías 

de señalización inductoras de fibrosis que son diferentes de los mecanismos 

responsables de la inflamación. Por ello, quizás para diseñar terapias efectivas 

para la fibrosis debamos considerarla como un proceso patológico distinto de la 

inflamación. Además, ya que los mediadores inflamatorios están íntimamente 

relacionados con la reparación tisular y regulan tanto el inicio como la resolución 

de la fibrosis, es preciso separar los efectos beneficiosos de la inflamación para 

que la fibrosis pueda ser enlentecida o revertida y el tejido normal regenerado, 

que es el objetivo último de la investigación en fibrosis (Wynn y Ramalingam, 

2012). 
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5.B.  Terapia celular de la fibrosis hepatica 

Las consecuencias devastadoras de las enfermedades que cursan con 

fibrosis y los frustrantes resultados obtenidos, en general, con diversas 

combinaciones de fármacos anti-inflamatorios e inmunomoduladores ha 

impulsado la investigación de una posible alternativa terapeútica, como es la 

terapia celular de estas patologías. El tipo de células utilizadas son 

fundamentalmente tres: los hepatocitos, las células madre embrionarias y las 

células madre adultas. Muchos excelentes estudios  sobre células madre, 

ingeniería de biomateriales y nanobiotecnología  han obtenido resultados que 

prometen revolucionar el campo de la medicina regenerativa hepática.  

Conseguir  imitar el sistema tisular hepático combinado con la ingeniería genética 

constituye una herramienta muy poderosa para conseguir la expansión ex vivo 

de las células madre, así como el mantenimiento de funciones especializadas 

para poder realizar en el fúturo trasplantes personalizados (Li et al., 2013).  

 La terapia celular tiene el objetivo de reponer la población de células 

lesionadas para restaurar la función tisular. Este tipo de medicina regenerativa 

que consiste en restituir directamente las células perdidas se llevó a cabo con 

éxito por primera vez en 1956 con el primer trasplante de médula ósea y 

constituye la única terapia con células madre utilizada con éxito habitualmente en 

la clínica humana. Otros tipos de células madre adultas, entre las que destacan 

las células madre mesenquimales, que se pueden obtener de tejidos de fácil 

acceso, como  la grasa, y que pueden transformarse en diversos linajes 

celulares, son objeto de intenso estudio y se están utilizando en numerosos 

ensayos clínicos (Cohen et al, 2011). 

 Una de las dificultades de la terapia celular consiste en disponer de una 

fuente y un número suficiente de células para trasplantar, además de lograr una 

eficiencia aceptable en la supervivencia del implante. Para resolver éste 

problema, las células madre adultas se aíslan y cultivan en laboratorio para 

multiplicar su número antes de ser trasplantadas. Sin embargo, en muchas 

ocasiones, el cultivo in vitro de las células afecta su capacidad de división y de 

diferenciación a largo plazo. Estas alteraciones son secundarias, en parte, a las 

limitaciones que existen para reproducir en el laboratorio el medio ambiente 

natural del organismo, donde existen factores de crecimiento, una matriz celular, 

el contacto con otros tipos celulares y una estructura tridimensional en la que 

ubicarse dentro del órgano. Por otra parte, la adaptación al cultivo genera un 
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estrés que aumenta el riesgo de mutaciones y otras aberraciones genéticas. 

Además, la terapia celular presenta los mismos riesgos de rechazo que los 

trasplantes, por lo que es necesario el tratamiento inmunosupresor y cierta 

compatibilidad entre donante y receptor (Eguizabal et al, 2013). 

 

5.B.1. Terapia celular de la fibrosis hepática por trasplante de hepatocitos 

 Una alternativa al trasplante ortotópico de hígado como tratamiento 

convencional de las enfermedades hepáticas crónicas o terminales es el 

trasplante de hepatocitos humanos (THC) que permitiría mantener las funciones 

hepáticas hasta la obtención de un órgano donante y en determinados casos 

incluso lograr la regeneración hepática (Fisher y Strom, 2006; Nussler et al., 

2006; Navarro-Alvarez et al., 2007; Smets et al, 2008; Puppi y Dhawan, 2009; 

Pareja et al., 2010). El trasplante de hepatocitos embrionarios adultos en ratas 

con insuficiencia hepática cirrótica por administración de tetracloruro de carbono 

o con hepatectomía parcial, implantados en el bazo o por vía portal, ha 

conseguido aumentar la supervivencia de los animales, reducir el grado de 

encefalopatía hepática y mejorar significativamente la función metabólica 

hepática (Arkadopoulos et al., 1998; Cai et al., 2002; Khawashita et al., 2008; 

Zhang et al., 2009). El THC se basa en el empleo de hepatocitos humanos 

adultos, viables y metabólicamente funcionales y consta de tres pasos: el 

aislamiento de los hepatocitos de hígados desechados para trasplante 

convencional, la preparación de las suspensiones celulares y, finalmente su 

implante en el receptor (Haridass et al., 2008; Pareja et al., 2010). Los 

hepatocitos humanos se aislan normalmente de hígados rechazados para su 

trasplante ortotópico, como son los hígados con esteatosis y los procedentes de 

donantes en parada cardíacao del segmento IV hepático obtenido cuando se 

utiliza la técnica del trasplante de hígado dividido para dos receptores (Najimi y 

Sokal, 2005; Puppi y Dhawan, 2009; Puppi et al., 2012; Hughes et al., 2012).  La 

viabilidad de los hepatocitos obtenidos depende del período de isquemia al que 

son sometidos. Por ello, en la actualidad se añade N-acetilcisteína a la solución 

de preservación de la Universidad de Wisconsin ya que consigue aumentar tanto 

la viabilidad celular como su función metabólica (Hughes et al., 2012). 

Berry y Friend, en 1969, fueron los primeros en desarrollar el procedimiento 

para el aislamiento de hepatocitos de la rata mediante la perfusión del hígado in 

situ con colágenasa, un enzima proteolítico que digiere el parénquima hepático y 
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permite el aislamiento de sus componentes celulares (Mitry et al., 2002; Terry et 

al., 2006; Berry y Friend, 1969). En la actualidad y, en base a ésta técnica, los 

hepatocitos se obtienen por digestión del hígado con colagenasa a 37ºC que se 

perfunde por la arteria hepática y la vena porta, determinándose su viabilidad 

mediante el test de exclusión del colorante azul tripán y la funcionalidad de las 

células mediante estudio metabonómico enzimático (síntesis de urea, actividad 

de citocromos P-450), con técnicas de Resonancia Magnética Nuclear 

espectroscópica y por la cuantificación no invasiva de la respiración celular 

mitocondrial (Pareja et al., 2010; Puppi et al., 2012; . Con éste método se 

obtienen entre 6x106 y 2x107 hepatocitos vivos/g de hígado (Donato et al., 2004; 

Donato et al., 2005; Pareja et al., 2010). Tras su aislamiento, los hepatocitos 

pueden administrarse en fresco o congelarse y, aunque la criopreservación 

permite su almacenamiento en bancos y su utilización diferida y repetida, la 

congelación induce una pérdida de su viabilidad y de su funcionalidad de hasta 

un 50% (Terry et al., 2006; Terry et al., 2007; Pareja et al., 2010; Puppi et al., 

2012; Hughes et al., 2012). La cripreservación induce lesión mitocondrial, pérdida 

de la capacidad de síntesis de ATP con alteración de la capacidad de la cadena 

respiratoria, aumento de la permeabilidad mitocondrial y disminución de la 

respiración celular  (Puppi et al., 2012). Para reducir estas alteraciones derivadas 

de la criopreservación de  los hepatocitos se utiliza solución de Wisconsin con 

10% de Dimetil sulfóxido como agente crioprotector (Pareja et al, 2010). 

 Por último, el implante celular se realiza mediante infusión a través de un 

catéter situado generalmente en la vena porta por punción transhepática 

percutánea, por cateterización de la vena mesentérica superior (Mitry et al., 

2003; Pareja et al., 2010; Hughes et al., 2012) o, bien  en la arteria esplénica o 

hepática (Najimi y Sokal, 2005), por el que se perfunden los hepatocitos 

suspendidos en un medio compuesto de un buffer de proteínas plasmáticas con 

agentes anticoagulantes y glucosa en condiciones de hipotermia, al que se 

puede añadir compuestos como la N-acetilcisteína, que reducen el estrés 

oxidativo y la apoptosis (Mitry et al., 2003; Pareja et al., 2010). Después de su 

inyección, los hepatocitos infundidos alcanzan los sinusoides hepáticos, penetran 

la capa de células endoteliales y el espacio de Disse para integrarse en el 

parénquima hepático (Najimi y Sokal, 2005). El hígado ofrece el medioambiente 

idóneo para la supervivencia de éstos hepatocitos infundidos hasta que colonizan 

el hígado, tanto por las características especiales del flujo sanguíneo hepático, 
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como por su matriz extracelular (Najimi y Sokal, 2005).  Sin embargo, muchos de 

éstos hepatocitos se pierden después del trasplante por inflamación, lesión 

vascular e isquemia (Puppi et al., 2012). En ratas, el sistema inmune  innato, 

representado en el hígado por las células de Kupffer y los neutrófilos, destruye 

más del 70% de los hepatocitos  prefundidos durante las primeras 24horas, 

independientemente de si las hepatocitos son singénicos o alogénicos (Joseph et 

al., 2002; Puppi et al., 2012). Inmediatamente tras el trasplante de los 

hepatocitos, se activa el factor tisular y, subsiguientemente, las cascadas de la 

coagulación y del Complemento (Hughes et al., 2012). Por ello, la administración 

de N-acetil-cisteina y de dextranos de bajo peso molecular pueden ser un 

importante factor profiláctico de ésta complicación precoz (Stephenne et al., 

2005; Gustafson et al., 2011). Después de ésta fase inicial, las células humanas 

alogénicas supervivientes sufren la acción del sistema inmune adquirido y son 

principalmente atacadas por células T CD4+ y CD8+. En definitiva, tras la infusión 

de los hepatocitos en el receptor el porcentaje de células que se implantan con 

éxito es mucho menor que las obtenidas después de su aislamiento. Esta 

pérdida celular es también secundaria a apoptosis, posiblemente por anoikis o 

desaparición de la adherencia celular (Serralte et al., 2003; Zvibel et al., 2002; 

Gómez-Lechón et al., 2004; Hughes et al., 2012; Puppi et al., 2012).). 

Este es el motivo por el cual se ha ensayado a nivel experimental el 

trasplante de hepatocitos en localizaciones ectópicas, como en los espacios 

subrrenal, subcutáneo o intramuscular, aunque la cavidad peritoneal es la única 

utilizada en la clínica humana (Puppi et al., 2012).  El problema que presenta el 

peritoneo es que los hepatocitos trasplantados sufren la respuesta inmune del 

receptor y ademas, les falta anclaje y por ello no sobreviven bien en éste medio 

(Hughes et al., 2012). Para evitar su destrucción, los hepatocitos humanos 

actualmente se encapsulan en alginato y así pueden ser fácilmente 

administradas por via intraperitoneal porque, al estar inmunoaisladas en sus 

microcápsulas forman islotes funcionantes (Najimi y Sokal, 2005; Puppi y 

Dhawan, 2005; Hughes et al., 2012). Así, cuando se cultivan éstas microcápsulas 

de hepatocitos en líquido ascítico de pacientes con insficiencia hepática, 

mantienen la síntesis Albúmina y de Factor VII durante dos semanas (Philippeos 

et al., 2010). 

 El éxito del THC depende de la disponibilidad de hepatocitos viables y 

funcionales en número y calidad suficientes y del desarrollo de protocolos más 
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eficaces de criopreservación para optimizar los procesos de 

congelación/descongelación que, en la actualidad, inducen la pérdida de la 

viabilidad de gran número de los hepatocitos trasplantados. Además, en los 

pacientes cirróticos la masa celular hepática que se puede administrar es inferior 

al 5-10% de la masa hepática teórica (200-400x106 cel/Kg de peso corporal) por 

el elevado riesgo de trombosis portal (Smets et al., 2008; Fisher y Strom, 2006). 

En éstos enfermos sólo se trasplantan un límite máximo de 30-100x106 

células/Kg de peso corporal, lo cual implica la necesidad de buscar vías de 

administración alternativas, como la arteria esplénica o la vía intraperitoneal 

(Smet et al., 2008; Fisher y Strom 2006; Pareja et al., 2010) 

Una de las mayores limitaciones para el desarrollo de programas clínicos 

de terapia celular hepática es la escasa disponibilidad de hepatocitos viables. 

Otro importante problema es aumentar la supervivencia y proliferación de los 

hepatocitos donantes en el hígado del receptor, habiéndose propuesto someter a 

éste hígado a isquemia/reperfusión asociado a irradiación previa  o a una 

hepatectomía parcial (Haridass et al., 2008; Ott, 2010; Puppi et al., 2012) o la 

embolización de la vena porta (Puppi et al., 2012).  La irradiación inhibe la 

proliferación de los hepatocitos del receptor, en tanto que promueve la 

proliferación preferente y la integración de los hepatocitos trasplantados  

mediante la supresión de la actividad de las células de Kupffer y la eliminación 

del ácido hialurónico por las células endoteliales sinusoidales (Hughes et al., 

2012; Puppi et al., 2012). Sin embargo, la irradiación activa las células 

estrelladas hepáticas y, por tanto a largo plazo puede ser causa de fibrosis 

hepática (Sempoux et al., 1997). El hígado humano es muy radiosensible, una 

sola dosis de 30Gy aplicada a todo el parénquima puede producir un fallo 

hepático agudo por lesión endotelial y enfermedad veno-oclusiva (Puppi et al., 

2012). Por eso, en la actualidad la irradiación hepática se debe aplicar en una 

única dosis y confinada a una porción de un lóbulo hepático y el tiempo óptimo 

para trasplantar  los hepatocitos donantes son las primeras 24 horas post-

irradiación, aunque el procedimiento tiene éxito hasta los 7 días (Puppi et al., 

2012).  La realización de una embolización reversible de la vena porta es un 

método menos invasivo para inducir la regeneración de los hepatocitos 

trasplantados y la hipertrofia de los lóbulos no embolizados. Se utiliza un material 

absorbible (gelfoam) que permite la re-permeabilización completa de la vena 

porta en un un período medio de 13 días. Este procedimiento se puede realizar 
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incluso en la clínica humana por vía percutánea (Puppi et al., 2012). Es posible 

que una combinación de irradiación hepática y embolización portal reversible  

constituya un método más seguro y más efectivo en el ser humano (Koenig et al., 

2011; Hughes et al., 2012). 

 

5.B.2. Terapia con células madre embrionarias 

 Durante los años 80 del siglo XX se realizó un logro importante que ofrece 

la posibilidad de solucionar la limitada fuente de células para terapia: el 

aislamiento y cultivo de células madre embrionarias de ratón. Realizar éste 

procedimiento en humanos requirió casi dos décadas más, en parte por la 

escasa disponibilidad de embriones y por las condiciones de cultivo más 

complejas respecto a las células de ratón (De Miguel, 2008). 

 Una célula madre es una célula indiferenciada con capacidad de dividirse y 

producir linajes celulares especializados. Una característica fundamental de las 

células madre es que pueden mantenerse (en el cuerpo o en una placa de 

cultivo) de forma indefinida, por lo que constituyen una fuente inagotable de vida. 

Dependiendo de su origen y grado de especialización se distinguen dos tipos 

principales de células madre: las embrionarias y las adultas. Las primeras son 

pluripotentes, es decir, tienen la capacidad de generar todos los tejidos del 

organismo; las segundas son multipotentes, proceden de un tejido diferenciado 

que puede dar lugar sólo a unos pocos tipos de células especializadas (De 

Miguel, 2008; De Miguel et al., 2010; Ihsikawa et al., 2010). 

 Las células madre embrionarias humanas se obtienen de embriones 

sobrantes donados por parejas que se han sometido a programas de 

fecundación in vitro. Se aíslan de la masa celular interna del embrión en etapa de 

blastocisto (entre 5 y 7 días, tras la fecundación) y, más tarde, a partir de las 

gónadas en desarrollo (células germinales en embriones de entre 6 y 8 

semanas). Tras el nacimiento se pueden aislar células multipotentes del cordón 

umbilical o de ciertos tejidos del adulto (De Miguel, 2008; De Miguel et al., 2010). 

En el hígado, las células madre embrionarias son parte del compartimento 

extrahepático y debido a su capacidad pluripotente pueden constituir en el fúturo 

una fuente de hepatocitos  (Navarro-Alvarez et al., 2010). Además, estas células 

pueden diferenciarse in vitro en células funcionalmente similares a hepatocitos 

(hepatocitos-like) en condiciones específicas y similares a las del desarrollo 

embrionario (Banas et al., 2007b).  Varias moléculas  pueden activar esta 
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señalización, a través de las vías del receptor de activina A y Wnt3a, entre los 

que se incluyen activina A, factores de crecimiento fibroblástico (bFGF, aFGF y 

FGF10), proteinas morfogenéticas óseas (BMP2 y BMP4), ácido retinoico, factor 

de crecimiento hepatocitario (HGF), factor de crecimiento epidérmico (EGF), 

dexametasona, insulina-transferrina-selenio (ITS), oncostatina M, dimetilsulfoxido 

y butirato sódico, entre otros factores (Lavon y Benvenisty, 2005;  Cai et al., 

2007; Hay et al., 2008; Snykers et al., 2009). 

 Las células madre embrionarias humanas poseen dos propiedades 

excepcionales. Una es su gran capacidad de proliferación en cultivo, en tanto 

que las células madre adultas sólo se dividen un número determinado de veces, 

las embrionarias lo hacen de forma ilimitada, es decir, son virtualmente 

inmortales. Además, son pluripotentes, pueden originar cualquier célula del 

organismo adulto. Por el contrario, las células madre adultas, al ser 

multipotentes, generan un número limitado de tipos celulares (De Miguel, 2008; 

De Miguel et al., 2010). En 2006 Takahasi y Yamanaka fueron los primeros en 

demostrar la inducción de células madre pluripotentes (iPS) a partir de 

fibroblastos embrionarios o adultos de ratón añadiéndo cuatro factores: factor de 

transcripción ligado a octámero 3/4  (Oct3/4), sex-determining region Y box 2 

(Sox2), homólogo del encogen viral de la mielocitomatosis (c-Myc) y factor 4 

Krüppel-like (Klf4) (Takahasi y Yamanaka, 2006). Si es posible la generación de 

células madre pluripotentes a partir de tejido adulto de un paciente individual, 

éstas células facilitarían mucho las aplicaciones terapeúticas de las células 

madre obviando los problemas de rechazo inmune que comporta el trasplante 

alogénico (Ishikawa et al., 2010). Se ha demostrado que las células iPS humanas  

son similares a las células madre embrionarias en su morfología, expresión 

genética, antigenos de superficie celular, y  capacidad de auto-replicarse a largo 

plazo (Masaki et al., 2008).  

         Sin embargo, la pluripotencia, que hace tan valiosas las células madre 

embrionarias además de plantear problemas éticos, las hace difíciles de controlar 

en el laboratorio. Se desconoce el grado de diferenciación apropiado para el 

trasplante que facilitaría la integración y supervivencia en el tejido receptor. Las 

células menos diferenciadas podrían poseer mayor plasticidad, lo cual las 

permitiría integrarse más fácilmente en el organismo, pero al conservar las 

propiedades proliferativas típicas de las células indiferenciadas, podrían causar 
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tumores, como teratomas,  en los receptores (De Miguel, 2008; De Miguel et al., 

2010; Ishikawa et al., 2010). 

 

5.B.3. Terapia con células madre mesenquimales adultas 

 Las células madre de origen mesenquimal (MSCs) son consideradas como 

uno de los tipos celulares más prometedores en términos terapéuticos. MSCs 

fueron aisladas con éxito por primera vez de médula ósea hace 20 años 

(Friedenstein et al., 1976), y posteriormente han sido aisladas de prácticamente 

la totalidad de tejidos fetales y adultos (Da Silva et al., 2006; Patel et al., 2013), 

como el bazo y el corazón (Hoogduljn et al., 2007), el páncreas (Baertschiger et 

al., 2008), músculo esquelético (Williams et al., 1999), cápsula sinovial (De Bari 

et al., 2001), líquido amniótico y placenta (In’t Anker et al., 2003),  pulpa dental 

(Gronthos et al., 2006), hueso (Kadiyala et al., 1997), cordón umbilical (Erices et 

al., 2000; Bieback et al., 2004), tejido adiposo (Zuk et al., 2002) y en general de 

todos los órganos conectivos adultos. Además, las MSCs se han convertido en 

una herramienta poderosa en Medicina regenerativa por dos razones. La 

primera, es que pueden crecer en medios de cultivo conservando su  capacidad 

multipotencial (Pittenger et al., 1999), aunque se almacenen por largo tiempo 

(Parekkadan y Milwid, 2010) y, la segunda, es que son capaces de diferenciarse 

(o transdiferenciarse) en diferentes tipo celulares como osteoblastos, 

condrocitos, adipocitos, miocitos, cardiomiocitos, hepatocitos, células epiteliales, 

células endoteliales y neuronas (Thomson et al., 1998; Pittenger et al., 1999;  

Lee et al., 2004; Ren et al., 2010). Además, no inducen reacciones adversas tras 

su trasplante alogénico (Parekkadan y Milwid, 2010) y existen evidencias de que 

la mayoría, si no todas, pueden derivarse de un nicho perivascular común 

(Caplan, 2008). No existe un anticuerpo específico anti-MSC, lo que se traduce 

en que las MSC no son un grupo celular homogéneo (Patel et al., 2013). Por el 

contrario, es su heterogeneidad lo que las hace difíciles de caracterizar (Dominici 

et al., 2009). Los investigadores utilizan diferentes métodos de aislamiento y 

crecimiento, así como una amplia gama de protocolos, lo cuál hace difícil la 

comparación y el contraste de resultados entre distintos estudios. La Sociedad 

Internacional de Terapia Celular (International Society for Cellular Therapy, ISCT) 

ha establecido los criterios para definir las MSCs (Dominici et al., 2008). En 

primer lugar, las MSCs deben ser plástico-adherentes en condiciones estándar 

de cultivo. En segundo lugar, deben expresar CD105, CD73 y CD90, y no 
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expresar CD45, CD34, CD14 o CD11b, CD79α y CDA19 y el receptor celular de 

superficie HLA-DR , del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) de clase 

II Finalmente, deben ser capaces de diferenciarse in vitro en osteoblastos, 

adipocitos y condroblastos (Patel et al., 2013). Por tanto, las MSCs poseen 

potencial para la diferenciación mesodérmica (osteogénica, condrogénica y 

adipogénica), ectodérmica (neurogénica) y endodérmica (hepatogénica y células 

de los islotes beta pancreáticos) mediadas por factores genéticos y ambientales 

(Patel et al., 2013). 

La migración de las MSCs  hacia los tejidos lesionados parece estar 

mediada  por quimioquinas, en particular por el factor 1 derivado de células 

estromales (stromal cell derived factor; SDF-1) y por integrina β1. De hecho las 

MSCs humanas expresan receptores para las quimioquinas CCR1, CCR4, 

CCR7, CCR9, CCR10, CXCR1, CXCR3, CXCR4, CXCR5 y CX3CR1 (Granero-

Molto et al, 2008; Patel et al., 2013). Para colonizar las zonas lesionadas las 

MSCs utilizan mecanismos de migración transendotelial similares a los usados 

por los leucocitos, adhiriendose al endotelio vascular mediante un restringido 

grupo de moléculas de adhesión, como selectina P, integrina β1 y molécula de 

adhesión al endotelio vascular-11 (vascular cell adhesión molecule-1; VCAM-1) 

(Rüster et al., 2006). Aunque los mecanismos de migración e implante de las 

MSCs no se concoen en profundidad actualmente, si se acepta que un medio 

ambiente anti-inflamatorio es más propicio para el implante de las MSCs 

humanas que un entorno pro-inflamatorio (Freytes et al., 2013).  

Respecto del mecanismo de acción de las MSCs parece estar mediado por 

múltiples moléculas que actuan de forma sinérgica o alternativa dependiendo de 

las condicinones medioambientales a las que son expuestas (Patel et al., 2013). 

Además de su capacidad de funcionar como células estructurales, cuando se 

diferencian en el tipo celular correspondiente al tejido lesionado reemplazando 

diversos tejidos, como cartílago, hueso, tendones, vasos, nervios y paréquimas 

hepático y renal (Aronin y Tuan, 2010), las MSCs han demostrado que pueden 

realizar una modulación endógena tisular secretando un amplio espectro de 

moléculas bioactivas (Phinney y Prockop, 2007),  que estimularán células 

progenitoras. Así, las MSCs liberan múltiples citoquinas, entre los que se 

incluyen TGF-β, IL-10, IL-6, ciclooxigenasa-1 (COX-1) y COX-2, responsables de 

la síntesis de prostaglandina-E2 (PEG2). Además, las MSCs inhiben la 

diferenciación de las células dendríticas mediante la secreción de IL-6 y reducen 
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la inflamación tisular secretando IL-10, TGF-β1 e IL-6 (Djouad et al., 2007; Patel 

et al., 2013). Las MSCs también tienen funciones proangiogénicas y anti-

fibróticas (Shyu et al., 2006; Jackson et al., 2012) mediante la secreción de factor 

de crecimiento báscio fibroblástico (bFGF), VEGF-A y Adrenomedulina, entre 

otros, que promueven la proliferación de células endoteliales microvasculares 

(Gruber et al., 2005; Au et al., 2008).  Sus propiedades anti-fibróticas se derivan 

de la producción de factor de crecimiento hepatocitario (HGF), IL-10, 

Adrenomedulina y MMP-9, que promueven la lisis de la matriz extracelular y l 

ainhibición de la diferenciación de los miofibroblastos (Kanemura et al., 2008; 

Kim et al., 2011; Jackson et al., 2012). 

La expresión de estos factores por MSCs induce una variedad de 

respuestas: la supervivencia y proliferación de células endógenas (Prockop, 

2007); inhibición de la respuesta inflamatoria e inmune; reducción de la apoptosis 

(Hung et al., 2007); e incluso la transferencia de mitocondrias (Spees et al., 

2006). Sin embargo, se desconoce el mecanismo por el cual las MSCs 

administradas permanecen en los tejidos lesionados y mantienen el fenotipo 

diferenciado apropiado ya que gran cantidad de la población trasplantada sufre 

apoptosis en las fases iniciales o migran a los pulmones y el hígado (Patel et al., 

2013). Tras estudios en lesiones cerebrales y cardíacas, se ha sugerido que la 

presencia transitoria de las MSCs parece ser suficiente para que ejerzan sus 

efectos terapéuticos. Además, las MSCs residentes también suprimen los 

sistemas de vigilancia inmunitaria y crean un medioambiente ideal para la 

reparación tisular secretando factores que lo alteran (Aronin y Tuan, 2010; Patel 

et al., 2013). Múltiples estudios clínicos han evaluado la terapia con MSCs en 

distintos ámbitos. Así, la capacidad de inmunosupresión de las MSCs, ha 

orientado la terapia celular en base a dos aspectos fundamentales: la supresión 

de la respuesta inmune en enfermedades autoinmunes, y la posibilidad de 

prevenir o tratar el rechazo de un órgano trasplantado. Específicamente, las 

MSCs han demostrado su efectividad en diferentes patologías, como la diabetes 

mellitus, el infarto cardíaco, la fibrosis/cirrosis hepática, la fibrosis renal, la 

osteogénesis imperfecta, y enfermedades auto-inmunes, como el rechazo de 

injerto contra huesped, la enfermedad de Crohn, la encefalomielitis y la 

esclerosis múltiple (Le Blanc et al., 2005; Kebriaei et al., 2009; Kharaziha et al., 

2009; Shabbir et al., 2010; Peng et al., 2011; Ezquer et al., 2012; De Santiago et 

al., 2012; El Ansary et al., 2012; Wise y Ricardo, 2012; Dalai et al., 2012; Bonab 
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et al., 2012). En la prevención del rechazo del injerto las MSCs evitan la 

activación de las células T (English et al., 2010; English y Wood, 2013). La 

combinación de MSCs y dosis bajas de inmunosupresores disminuirían el 

rechazo del injerto y aumentaría la funcionalidad a largo plazo de éste. Ya se 

estan ralizando estudios clínicos en humanos evaluando esta novedosa  y 

prometedora terapia (Roemeling-van Rhijn et al., 2012; Casiraghi et al., 2013). 

Así, la administración de MSCs junto con Ciclosporina A disminuye el rechazo de 

injertos cutáneos (Sbano et al., 2008; Khosrotehran et al., 2013), de islotes 

pancreáticos  (Kim et al., 2011; Hematti et al., 2013), de corazón, en el cual las 

menores cifras de rechazo se obtenían con la administración de MSCs en 

combinación con rapamicina (Eggenhofer et al., 2011) y de riñon (Lee et al., 

2013). 

         La enfermedad injerto contra huésped en una complicación severa que se 

produce tras el trasplante alogénico de MSCs de origen hematopoyético, y es 

producido por las células T del donante. Basado en el efecto inmunosupresor de 

las MSCs mediado por la inhibición de las células T, se han publicado varios 

estudios clínicos en los que se ha comprobado la eficacia del tratamiento con 

MSCs de la enfermedad injerto contra huésped resistente a la terapia con 

corticoides (Prasad et al., 2011; Ringden et al., 2006; Kim et al., 2013) .  La 

enfermedad injerto contra huésped ha sido reproducida experimentalmente 

mediante la inyección de células madre de origen hematopoyético y esplenocitos 

del donante en ratones previamente irradiados. Las células madre 

mesenquimales provenientes de médula ósea y tejido adiposo previenen o 

disminuyen la enfermedad injerto contra huésped (Yañez et al., 2006). Se ha 

comprobado en estudios experimentales que las MSCs no se diferencian en 

células del tejido lesionado, pero sí provocan una disminución en la respuesta de 

las células Th1 y por tanto del rechazo del huésped (Kim et al., 2011). Por tanto, 

estos datos confirmarían la utilidad de una posible terapia con MSCs, bien  solas 

o en combinación con dosis subterapéuticas de inmunosupresores, en el 

tratamiento de enfermedades autoinmunes y en el rechazo del trasplante de 

órganos (Fan et al., 2013).  

Asimismo, algunos ensayos clínicos con MSCs derivadas de médula ósea 

ya han empezado a aportar los primeros datos positivos en pacientes en los que 

la terapia convencional inmunosupresora no es eficaz. Por ejemplo en pacientes 
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con enfermedad de Crohn (Duijvestein et al., 2010; van Deen et al., 2013), lupus 

(Liang et al., 2010; Wang et al., 2012) o esclerosis múltiple (Karussis et al., 2010; 

Ryu et al., 2013). Otros ensayos clínicos están en fase de reclutamiento como es 

el caso de la colitis ulcerativa, la artritis reumatoide o la diabetes tipo I 

(www.clinicaltrials.gov). La terapia con MSCs es capaz de mejorar los síntomas 

de las enfermedades autoinmunes e inflamatorias mediante a inhibición de la 

respuesta inmune periférica, disminuyendo la infiltración de linfocitos T en las 

zonas afectadas y la producción de citoquinas proinflamatorias y quimioquinas. 

Además de evitar estos procesos indeseables, esta terapia es capaz de 

promover la aparición de una respuesta tolerogénica aumentando el número de 

linfocitos T reguladores y la producción de citoquinas antiinflamatorias por parte 

de éstos (De Miguel et al., 2011). 

En pacientes trasplantados, la administración sistémica de MSCs 

(generalmente procedentes del donante) previa al transplante, tanto en 

monoterapia como en combinación con agentes inmunosupresores como la 

ciclosporina A, la rapamicina o el micofenolato, administrados de forma 

subterapéutica, ha demostrado ser de gran utilidad para aumentar la 

supervivencia del trasplante (English y Wood, 2013; Reading et al., 2013). El 

mecanismo de acción de las MSCs en estos casos parece ser el aumento en la 

generación de linfocitos T reguladores y de células dendríticas tolerogénicas, así 

como la prevención de la activación de los linfocitos T.  

El campo en el que los ensayos clínicos están más avanzados es el del 

trasplante de médula ósea y la prevención y tratamiento de la enfermedad del 

injerto contra huésped (Graft versus Host Disease, GvHD). Existen varias 

publicaciones con grupos reducidos de pacientes con GvHD que no responden a 

terapias inmunosupresoras convencionales, que sin embargo demuestran 

resultados muy positivos mediante la administración de MSCs, que incluso llegan 

a conseguir una remisión completa de a enfermedad (Fang et al., 2006, 2007; 

Kim et al., 2013). Dos ensayos clínicos más se han centrado en la enfermedad 

injerto contra el huésped, una aplicación que no es sorprendente teniendo en 

cuenta la eficacia de las MSC derivadas de la médula ósea a nivel clínico, y la 

similitud en las propiedades inmunomoduladoras entre ambas fuentes de células 

madre (Puissant et al., 2005; Tobin et al., 2013). 
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Además de esta capacidad de regeneración tisular, las MSCs son 

inmunoprivilegiadas debido a su baja expresión del complejo Mayor de 

Histocompatibilidad de clase II (MHC-II) y de moléculas inmunoestimuladoras en 

su superficie, lo cual las convierte en invisibles para el sistema inmune. Además, 

las MSCs poseen capacidad inmunoreguladora y pueden ejercer un efecto 

inmunosupresor en diferentes circunstancias. Esta enorme plasticidad 

combinada con su capacidad de regular la actividad de células del sistema 

inmune las hace extremadamente valiosas en la terapia con células madre de un 

amplio abanico de enfermedades, como hemos descrito anteriormente. 

Hay evidencias que sugieren que las MSCs tienen propiedades 

inmunosupresoras. En el año 2000 dos grupos de investigadores demostraron 

que las células madre de origen mesenquimal obtenidas de médula ósea de 

humano e inyectadas en localización intraperitoneal, eran capaces de sobrevivir 

durante más de 1 año en un feto bovino, una vez que éste había desarrollado 

capacidad inmune,  sin provocar rechazo alguno (Lyechty et al., 2000; Almeida-

Porada et al., 2000). Más sorprendente fue el inesperado efecto inmunosupresor 

que las MSCs mostraron tanto in vitro como in vivo, en el ratón, el mandril y en 

humanos, incluso a través de un mecanismo independiente del MHC, a pesar de 

las diferencias entre especies (Bartholomew et al., 2002; Di Nicola et al., 2002; 

Lee et al., 2002; Djouad et al., 2003). Además, después de una administración 

sistémica, las MSCs alcanzan casi todos los órganos (Devine et al., 2003), 

aunque muestran preferencia por los tejidos lesionados, con presencia de 

inflamación y por los  órganos linfoides (Zappia et al., 2005; Ge et al., 2009; Yagi 

et al., 2010). Todas estas propiedades de las MSCs las hacen candidatas a su 

utilización en terapia inmunomoduladora. Desde entonces, se ha obtenido mucha 

información sobre diferentes aspectos relativos a la capacidad 

inmunomoduladora de las MSCs. De esta manera, se pueden distinguir distintos 

tipos de respuesta inmune, así como diferentes variedades de células y 

moléculas implicadas. Lo más interesante es que la inmunosupresión mediada 

por las MSCs no es exclusivamente resultado de su efecto inhibidor directo, sino 

que implica también el reclutamiento de otras células inmunorreguladoras (De 

Miguel et al., 2012; Li et al., 2012; Patel et al., 2013). 

Para ejercer su efecto inmunosupresor las MSCs son capaces de inhibir el 

reclutamiento, la proliferación y la actividad biológica de los mastocitos, las 

células T y B y los linfocitos Natural Killer estimulados por IL-2 o IL-15, con lo 
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cual atenuan la respuesta inmune aguda a la agresión (Corcione et al., 2006; 

Sotiropoulou et al., 2006; Ren et al., 2008; Brown et al., 2011; Jackson et al., 

2012). Se ha demostrado que las MSCs inhiben  la activación y la proliferación 

de los linfocitos en respuesta  a antigenos alogénicos y que, además inducen el 

desarrollo células T reguladoras CD8+ (Treg), las cuales a su vez pueden 

suprimir estas respuestas de los linfocitos  y prohibir la diferenciación de 

progenitores de monocitos y de CD34+  en células dendríticas presentadoras de 

antígenos (Djouad et al., 2003; Djouad et al., 2007; Patel et al., 2012). Las 

células T estimuladas en presencia de MSCs quedan paralizadas en la fase G1 

del ciclo celular al inhibir la ciclina D2 (Glennie et al., 2005). Las MSCs también 

alteran la activación, la proliferación, la secreción de IgG, la diferenciación, la 

síntesis de anticuerpos y el comportamiento quimiotáctico de los linfocitos B 

(Aronni y Tuan, 2010). Por último, la expresión de  antigenos del complejo mayor 

de  histocompatibilidad de clase II (MHC-II), CD40 y CD 86 por las células 

dendríticas en proceso de maduración son inhibidas también por las MSCs 

(Aronni y Tuan, 2010). Sin embargo, varios estudios sugieren que los efectos 

inmunomoduladores de las MSCs no son universales, sino que el fenotipo que 

expresan es transitorio y depende del contexto en el cual se encuentran. Por lo 

tanto, el medioambiente inflamatorio alteraría la polarización de las MSCs hacia  

un fenotipo inmunosupresor o inmunoestimulador (Dazzi y Krampera, 2011). 

Recientemente se ha demostrado que el efecto inmunosupresor de las MSCs 

puede ser parcialmente mediado por quimioquinas y factores inmuno-inhibidores, 

como el oxido nítrico, la indoalmina-2 y la 3-dioxigenasa (Ren  et al., 2008). 

Existe una gran controversia en cuanto a la posibilidad de que las MSCs 

puedan degenerar en la formación de tumores. La causa podría estar en su 

inestabilidad cromosómica, degenerando directamente en génesis tumoral (Miura 

et al., 2006) o bien en el efecto inmunosupresor que las MSCs ejercen en el 

tejido sobre el que asientan. Además, se ha podido comprobar en diferentes 

estudios experimentales que las MSCs favorecen el crecimiento de las células 

tumorales, cuestión que debe ser tenida en cuenta cuando se lleve a cabo 

terapia con MSCs (Jung et al., 2013). Por el contrario, también se ha propuesto 

la utilización de MSCs tratadas previamente con genes antitumorales para atacar 

directamente las células cancerosas y así reducir la progresión tumoral. Estas 

MSCs conteniendo genes antitumorales son capaces de localizar el tumor 

independientemente de su tipo y de su grado de invasión y de liberar los agentes 
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anticancerosos (Hu et al., 2010; Dai LJ,  et al., 2011; Studeny et al., 2012) 

Afortunadamente, los estudios clínicos realizados hasta ahora no han reportado 

efectos adversos en un número significativo de pacientes y, por lo tanto el uso 

terapeútico de MSCs  puede ser considerado seguro (Gjorgieva et al., 2013). Sin 

embargo, son precisos datos que ratifiquen su seguridad y su inmunogenicidad 

en animales inmunosuprimidos a largo plazo, así como la fuente de su obtención 

y el número de células  que deben ser infundidas (Yi  y Song, 2012). 

 

5.B.4. Terapia con células madre mesenquimales derivadas de adipocitos 

Las células madre mesenquimales adultas (MSC), originalmente derivadas 

del estroma de la médula ósea, han demostrado su capacidad de diferenciación 

en distintos linajes de células mesodérmicas como los adipocitos, condrocitos, 

mioblastos u osteoblastos (Grigoriadis et al., 1988; Ferrari et al., 1998; Pittenger 

et al., 1999). También son capaces de diferenciarse en derivados del 

neuroectodermo (Woodbury et al., 2000) y del endodermo (Schwartz et al., 

2002). Por todo ello, este tipo celular representa una herramienta terapéutica 

muy interesante en el campo de la regeneración tisular.  Sin embargo, uno de los 

mayores inconvenientes del empleo de células MSCs extraídas de la médula 

ósea es que el método para obtener el tejido suele ser doloroso, requiere 

anestesia general o epidural y, tras el procesamiento de la médula, el 

rendimiento obtenido es bajo (1 MSC por cada 105 células estromales 

adherentes obtenidas) (Gronthos et al., 2001). Por tanto, estas células han de 

pasar por expansión celular ex vivo, que retrasa, encarece, y dificulta el proceso, 

además de incrementar el riesgo de contaminación durante el procedimiento.  

Por tanto,  el tejido ideal a utilizar como fuente de células madre adultas 

debería: 1. tener la capacidad de generar células con posibilidad de 

diferenciación múltiple semejante a las MSCs de médula ósea; 2. ser de fácil 

obtención, por procedimientos poco iatrogénicos; y 3. producir un número 

suficiente de células madre para no tener que someter a éstas a procesos de 

expansión excesivamente largos (Arnalich-Montiel, 2008).  

El tejido adiposo humano es una fuente ideal de MSC ya que cumpliría 

todas las anteriores premisas; es decir, capacidad de diferenciación de las MSC 

en múltiples estirpes celulares, fácil accesibilidad al tejido, y alto rendimiento 

celular. Zuk y cols.  fueron los primeros en demostrar en el año 2000 el potencial 
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de las células madres  derivadas de células adipocíticas (AD-MSCs) para 

diferenciarse en múltiples linajes celulares (Zuk et al., 2001; Zuk et al., 2002) y 

Seo y cols. describieron por primera vez la diferenciación con éxito de éstas AD-

MSCs en hepatocitos (Seo et al., 2005). Diferentes estudios han demostrado la 

capacidad de diferenciación de estas células, similar a la ya descrita para las 

MSC aisladas del estroma de médula ósea, a células tan diversas como 

mioblastos, adipocitos, osteoblastos, condroblastos, neuronas, hepatocitos y 

células epiteliales, entre otras (Zuk et al., 2001; Zuk et al., 2002; Gimble y Guilak 

2003; Ogawa et al., 2004; Brzoska et al., 2005; Seo et al., 2005).  

En todos los contextos, es importante considerar el potencial uso autólogo 

y alogénico de las células madres  derivadas de células adipocíticas (AD-MSCs). 

Las AD-MSCs autólogas ofrecen ventajas desde el punto de vista regulatorio, de 

histocompatibilidad e infeccioso, ya que, al igual que las MSCs derivadas de la 

médula ósea  pueden ser aisladas ex vivo, expandidas y trasplantadas de nuevo 

en un mismo paciente. Este autotrasplante obvia  problemas éticos y el rechazo 

inmunológico (Ishikawa et al., 2010).  Además, es posible obtener un número 

suficiente de células del tejido adiposo mediante un procedimiento mínimamente 

invasivo  y sin peligro de efectos adversos para el paciente (Ishikawa et al., 

2010). Las AD-MSCs  son muy similares a las MSCs derivadas de la médula 

ósea  Estas células son CD45+, CDCD34+ y CD105+ (De Ugarte et al., 2003; 

Wagner et al., 2005). 

Puesto que a menudo no es factible disponer de productos celulares 

autólogos para un paciente, recientes estudios apoyan la evaluación del 

trasplante alogénico de las AD-MSCs. Estudios independientes de  tres 

laboratorios diferentes han determinado que las AD-MSCs humanas cultivadas, a 

diferencia de las células de la fracción vascular estromal (SVF) adiposa aisladas, 

reducen la expresión de sus antígenos de histocompatibilidad de superficie y no 

estimulan reacciones linfocitarias mixtas cuando se co-cultivan con los monocitos 

de la sangre periférica alogénica. Si esto se confirma, este hallazgo tendría un 

profundo impacto en la aplicación de las AD-MSCs  en el trasplante alogénico. La 

disponibilidad inmediata de estas células alogénicas, vía banco celular, permitiría 

a los médicos usarlas directamente en el momento de utilizarlas, por ejemplo en 

la sala de operaciones, en vez de limitar su uso a procedimientos electivos.   
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Además, las AD-MSCs  pueden ser usadas clínicamente tras una mínima 

manipulación (sin cultivos celulares), sin necesidad de ser incluidas en ensayos 

clínicos. 

 

5.B.4.a. Aplicaciones de las células madre mesenquimales derivadas de 

adipocitos (AD-MSCs) 

Las células madre poseen diversas formas de actuación terapéutica, hasta 

ahora se han descrito cuatro: la primera y más conocida implica que las células 

madre se diferencien en células del tejido lesionado, sustituyendo de esta forma 

a las que no sirven y reparando así el órgano. La segunda es un uso de las 

células como secretoras de factores que promueven la supervivencia o la 

proliferación de células del tejido lesionado que aún son “salvables”, y por tanto 

las células madre funcionarían como dispositivos de regeneración indirecta como 

factorías y distribuidoras de “medicamentos” in situ (biorreactores). Dentro de 

este mecanismo estaría la posibilidad de que células madre sanas se fusionen 

con células diferenciadas enfermas y juntas puedan reparar el tejido dañado. La 

tercera y menos estudiada es en la que las células madre transplantadas actúan 

secretando factores que reclutan o “despiertan” progenitores propios del tejido 

dañado, de forma que éstos se diferencien normalmente para pueda ser 

reparado. Se ha demostrado que por ejemplo en la mayoría de los casos de 

isquemia (por ejemplo, pero no exclusivamente, cardiaca) hay una cierta 

reparación tisular mediada por progenitores en este caso miocárdicos, pero que 

no es suficiente para sustituir todo el miocardio necrosado  El transplante de 

células madre podría actuar aumentando el número de progenitores y por tanto 

la reparación (Qayyum et al., 2012; Przyby et al., 2013; Chen et al., 2013; Harada 

et al., 2013). Y por último, la cuarta, se debe a las propiedades 

inmunomoduladoras que estas células ejercen tanto in vitro como in vivo (De 

Miguel et al., 2008; De Miguel et al., 2011). 

Las células madre derivadas del tejido adiposo han mostrado potencial 

para diferenciarse en células y órganos de origen mesodérmico. Cada vez hay 

más evidencia sobre la habilidad de estas células para diferenciarse en células 

de origen no mesodérmico, tales como neuronas, células pancreáticas 

endocrinas, hepatocitos, células endoteliales y cardiomiocitos. Esta característica 

de poder diferenciares en múltiples fenotipos es lo que les confiere sus 
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interesantes y prometedoras aplicaciones en medicina regenerativa (Ishikawa et 

al., 2010). 

Un sencillo procedimiento quirúrgico, como una liposucción, la posibilidad 

de un repetido acceso al tejido adiposo subcutáneo, y procedimientos poco 

complicados de aislamiento celular basados en la digestión enzimática hacen 

que las AD-MSCs sean muy atractivas para los clínicos e investigadores. 

Además, con la incidencia cada vez mayor de obesidad en el mundo, el tejido 

adiposo subcutáneo se ha convertido en una fuente de células madre fácilmente 

accesible. Se puede conseguir abundante cantidad de AD-MSCs  de los 

lipoaspirados con una tasa de complicaciones de alrededor del 0,1%. Una 

propiedad de gran interés es que estas células son más fáciles de cultivar y 

crecen más rápido que las derivadas de la médula ósea.  Se estima que hasta el 

1% de las células del tejido adiposo son AD-MSCs, en comparación con el 0,001-

0,002% de las que se encuentran en la médula ósea. Teniendo en cuenta la 

seguridad y la elevada frecuencia de la liposucción, además de las grandes 

cantidades de tejido adiposo que se pueden obtener (desde 100 ml hasta 3L) el 

lipoaspirado parece ser una prometedora fuente de células autólogas para uso 

clínico (Witkowska-Zimny y Walenko, 2011, Aguena et al., 2012). El volumen de 

lipoaspirado que se puede extraer sin efectos adversos depende del índice ce 

masa corporal del paciente donante, pero la equivalencia sería de 40 ml de 

médula ósea y 800ml de tejido adiposo, así que la grasa aporta 1300 veces más 

MSCs adherentes que la médula ósea (Ishikawa et al., 2010),   

Así, la generación de tejido adiposo, de hueso, de cartílago o su aplicación 

para el tratamiento de la diabetes mellitus, de patologías neurológicas, como  la 

enfermedad de Alzheimer o la esclerosis múltiple, de fístulas anales relacionadas 

o no con la enfermedad de Crohn, de cardiopatías e isquemia crónica de las 

extremidades, de enfermedades de la cornea o de diversas patologías hepáticas 

son todas posibles opciones para la terapia con AD-MSCs  (Yarak y Okamoto; 

2010; Mariani y Facchini, 2012; Dhanasekaran et al., 2013). 

 Numerosos  grupos de investigación en todo el mundo han realizado 

estudios experimentales de la posible aplicación terapéutica de las células madre 

mesenquimales, por ejemplo en incontinencia urinaria en uretra y vejiga (Jack et 

al., 2005), o en reparación de  tejido óseo (Yoon et al., 2007;  Seong et al., 2010). 

En su aplicación tras infarto de miocardio (Bai y Alt, 2010), se ha comprobado 
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que se produce mejoría en los animales de experimentación y también en los 

pacientes,  fundamentalmente por inducción angiogénica (Planat-Benard et al., 

2004), aunque existe aún cierto riesgo de  arritmias, probablemente provocado 

por la interferencia de células acompañantes que no se diferencian en 

cardiomiocitos. La identificación de un subgrupo de células madre que tenga una 

alta capacidad de diferenciación cardiomiogénica permitirá avanzar en este 

sentido (Menasche, 2005). En estudios realizados por nuestro grupo investigador 

(Arnalich-Montiel et al., 2008), hemos transplantado con éxito estas AD-MSCs  

en bolsillos corneales en un modelo experimental de lesión corneal en conejos, 

demostrando la facultad de estas células de sobrevivir en la córnea sin provocar 

rechazo, y de diferenciarse en queratocitos funcionales, las células 

mesenquimales del estroma corneal, de modo que son capaces de regenerar 

parcialmente la córnea dañada (De Miguel et al., 2010).  

Además de su capacidad de servir como células estructurales cuando se 

diferencian en las células propias del tejido lesionado, las AD-MSCs  son 

capaces de modular el tejido endógeno por medio de la secreción de un amplio 

espectro de moléculas bioactivas (Phinney et al., 2007; Salgado et al., 2010) que 

promueven la regeneración tisular gracias a la acción de los progenitores 

celulares propios del tejido que está dañado. La expresión de estos factores por 

las AD-MSCs  induce una gran variedad de respuestas, que incluyen pero no 

están restringidas a promoción de la supervivencia y proliferación de los 

progenitores celulares y otros tipos celulares más diferenciados propios del tejido 

(Prockop, 2007; Lee  et al., 2012), inducción de angiogénesis (Shyu et al., 2006; 

Szöke y Brinchmann, 2012; Harada et al., 2013), inhibición de la respuesta 

inflamatoria e inmune, y reducción de la apoptosis (Hung et al., 2007; Choi et al., 

2011; Zhang et al., 2011; Peng et al., 2012).  

Además de las propias moléculas producidas naturalmente por las AD-

MSCs,   estas células pueden ser modificadas genéticamente para producir 

factores paracrinos: por ejemplo, las citoquinas MDA-7 y PEDF sobreexpresadas 

en AD-MSCs  sirven como terapia anticancerígena en cáncer de próstata 

experimental, aprovechando la capacidad innata de estas células de migrar hacia 

el lugar del tumor (Zolochevka et al., 2011). Del mismo modo, la sobreexpresión 

de citosindeaminasa: uracil-fosforibosiltransferasa en AD-MSCs  es capaz de 

inhibir el glioblastoma intracerebral (Altanerova et al., 2011).  
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Varias moléculas secretadas por las AD-MSCs  son responsables del 

reclutamiento de progenitores celulares al lugar del daño tisular. En regeneración 

cardiaca por ejemplo, se ha demostrado que las AD-MSCs  son beneficiosas tras 

la isquemia o el infarto de miocardio no solo debido a su acción angiogénica 

(Hong et al., 2010; Yang et al., 2012) sino también al reclutamiento de células 

progenitoras del músculo cardíaco que anidan en el miocardio isquémico 

contribuyendo a su regeneración (Sanz-Ruiz, 2008; Fernández-Aviles et al., 

2008). Otro ejemplo demostrado de este tipo de acción terapéutica de las AD-

MSCs  es su uso estético para la reducción de arrugas inducidas por los rayos 

UVB, efecto mediado por la inhibición de la apoptosis y la estimulación de la 

secreción de colágeno de los fibroblastos endógenos de la dermis (Kim et al., 

2009; Altman et al., 2010; Beeson et al., 2011). 

 Las células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo han 

demostrado unas cualidades inmunomoduladoras superiores incluso a las ya 

demostradas por las MSCs provenientes de médula ósea (Melief et al., 2013). 

Las AD-MSCs  poseen una baja inmunogenicidad y, además, son capaces  de 

evadir la respuesta inmune del organismo (Puissant et al., 2005; Cui et al., 2007).   

Asimismo, se ha comprobado que las AD-MSCs   procedentes de tejido adiposo 

no provocan alorreactividad in vitro contra linfocitos incompatibles, a la vez que 

suprimen la respuesta linfocitaria funcional y proliferativa frente a mitógenos 

(Puissant et al., 2005), e incluso suprimen la diferenciación de las células 

dendríticas (Ivanova-Todorova et al., 2009). Interesantemente, esta inhibición de 

la respuesta linfocitaria es estrictamente local, lo que sitúa a las AD-MSCs   

como un candidato idóneo en la regulación de la respuesta inmune tras el 

transplante alogénico (De Miguel et al., 2011). La eficiencia de las AD-MSCs   

como moduladores del sistema inmune ha sido  ampliamente demostrada 

(Martínez-González et al., 2012; Peng et al., 2012;  Melief et al., 2013). Existen 

dos líneas generales de investigación a este respecto: la primera es el uso de las 

AD-MSCs para suprimir la respuesta inmune en enfermedades inflamatorias y 

autoinmunes, y la segunda es su uso en la prevención y el tratamiento del 

rechazo en pacientes trasplantados (De Miguel et al., 2011). 

Generalmente, la terapia consiste en la infusión sistémica de las AD-MSCs    

en dosis únicas o repetidas, demostrando un resultado mejor con su 

administración precoz. Estas células han probado su eficacia inmunomoduladora 
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en escenarios singénicos, alogénicos e incluso xenogénicos y en patologías 

experimentales tan dispares como la encefalomielitis autoinmune (Constantin et 

al., 2009), la artritis inducida por colágeno (González et al., 2009), la colitis 

(González-Rey et al., 2009) y  la pérdida de audición autoinmune (Zhou et al., 

2011). La esclerosis múltiple puede ser también incluida en el campo de la 

modulación de la respuesta inmune/inflamatoria por  las AD-MSCs. En un 

modelo de ratones, se demostró que por vía intravenosa, las  AD-MSCs    

inyectadas podían anidar en los ganglios linfáticos y el cerebro, y que actúan 

suprimiendo la respuesta autoinmune en fases precoces de la enfermedad así 

como induciendo neurorregeneración local mediante progenitores endógenos  

(Constantin  et al., 2009). Los marcados efectos inmunosupresores de las AD-

MSCs reportados por varios grupos independientes impulsó la investigación de 

estas células en la esclerosis múltiple. Basado en los positivos resultados 

encontrados con el uso de las MSCs derivadas de la médula ósea, también se 

esperan resultados similares tras el uso de ADSCs. 

  

5.B.4.b. Aplicaciones de las células madre mesenquimales derivadas de 

adipocitos (AD-MSCs ) a la patología hepática 

Las AD-MSCs pueden producir factores tróficos capaces de inhibir la 

fibrosis y la apoptosis, de promover la angiogénesis y de estimular a las células 

progenitoras del huesped para que proliferen y se diferencien en células maduras 

funcionalmente in vivo. Su demostrada capacidad para diferenciarse en múltiples 

tipos celulares in vitro e in vivo, entre ellos células similares a hepatocitos, o 

hepatocito-like, ha impulsado su investigación como una prometedora alternativa 

terapeútica para la gran cantidad de pacientes que sufren hepatopatías graves 

(Ishikawa et al., 2010).  

En primer termino se sugirió el trasplante de AD-MSCs indiferenciadas, que 

son manipuladas mínimamente ex vivo y obtenidas fácilmente en un corto 

período de tiempo (Banas et al., 2008). AD-MSCs fueron trasplantadas en 

ratones inmunodeficientes con insuficiencia hepática aguda secundaria a la 

administración de CCl4 y se demostró una disminución significativa de los niveles 

séricos de amonio, fosfatasa alcalina, AST y ALT a las 24horas de la inyección. 

Además, la presencia de unas pocas  AD-MSCs humanas HLA-I inmunoteñidas 

se observó en diferentes a´reas del parenquima hepático murino, lo cual 
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demostró in vivo  la capacidad regenerativa hepática de éstas celulas. Respecto 

de su mecanismo de acción, las AD-MSCs pueden actuar directamente, 

induciéndo la señalización intracelular y/o indirectamente, secretando factores 

bioactivos que inducirían a su vez que otras células vecinas secretaran agentes 

funcionalmente activos (Ishikawa et al., 2010).  Las  AD-MSCs secretan un 

amplio espectro de citoquinas, quimioquinas y factores de crecimiento y, de 

hecho producen y liberan una potente citoquina anti-inflamatoria, como  IL-1RA, 

IL6, que induce una respuesta de fase aguda en el hígado, las quimioquinas, IL-8 

y MCP-1, los factores hematopoyéticos G-CSF y GM-CSF, HGF, que es anti-

cirrótica porque promueve la apoptosis de las células estrelladas hepáticas, y 

NGF, que induce la regeneración de hepatocitos y, además  en concentraciones 

superiores que las MSCs derivadas de la médula ósea y que  los fibroblastos 

dérmicos humanos. Su incorporación al hígado y la mejoría de la función 

hepática sugieren por tanto que la capacidad regenerativa de las de AD-MSCs 

puede ser atribuida a su actividad trófica (Ishikawa et al., 2010). Las  AD-MSCs  

pueden actuar sobre  células madre endógenas, como las células progenitoras 

hepáticas y las células ovales, induciéndo así la regeneración hepática mediante 

la liberación de factores hematopoyéticos (Piscaglia et al., 2007). La 

recuperación del parénquima hepático lesionado por éste tipo de células madre 

es mediado, al menos en parte, por la liberación de factores que promueven la 

reparación tisular  (Crisóstomo et al., 2008). Sus acciones inhibidoras sobre las 

células estrelladas hepáticas, suprimiendo su proliferación y su función pro-

fibrogénica pueden ser también de tipo paracrino (Oakley et al., 2003; Mirotsou et 

al., 2007; Parekkadan et al., 2007) Aunque no se produce ningun cambio en la 

morfología patológica del hígado, los efectos de las células madre trasplantadas 

no fueron transitorios, lo cual impulsó múltiples estudios posteriores para estudiar 

la histopatología a largo plazo.  

En animales se ha demostrado el potencial terapéutico de las AD-MSCs en 

la patología hepática aguda y crónica (Banas et al., 2008; Yukawa et al., 2009; 

Banas et al., 2009; Liang et al., 2009). Así, la administración por vía 

intraperitoneal  de AD-MSCs   obtenidas de tejido adiposo porcino a conejos con 

insuficiencia aguda-sobre-crónica, inducida por la administración de CCL4 y D-

Galactosamina, ha demostrado no sólo mejoría en los parámetros de función 

hepática, sino una disminución significativa  de las lesiones histopatológicas del 

parénquima hepático (Zhu et al., 2013). En éste modelo experimental, la 
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supervivencia de los conejos a los que se administraron células madre aumentó 

significativamente a los 7 días del p.o., y a los 28 días de evolución la 

arquitectura trabecular hepática fue prácticamente normal, con un infiltrado  

moderado de células mononucleares, lo cual indicaba la recuperación del fallo 

hepático agudo (Zhu et al., 2013). Curiosamente, el aumento de la supervivencia 

y la mejoría de la funciónhepatocelular en éste modelo experimental se 

correlacionaba con la cantidad de AD-MSCs   trasplantadas. Utilizando albúmina 

como marcador molecular de hepatocitos e inmunofluorescencia  con 

anticuerpos específicos para albúmina porcina se demostró la persistencia de las 

células trasplantadas 21 días post-inyección. Lo más interesante de éste estudio 

es que las AD-MSCs   diferenciadas hacia hepatocitos una vez trasplantadas 

aumentaba con el tiempo (Zhu et al., 2013). Además las AD-MSCs   inhibieron la 

muerte y promovieron la regeneración de los hepatocitos, por lo tanto uno de los 

mecanismos por los que mejora la función hepática puede ser secundario a la 

liberación de citoquinas y otros factores tróficos beneficiosos, como VEGF, 

HGGF, bFGF, TGF-β y factor de crecimiento similar a insulina (IGF-1 like),  por 

las células madre trasplantadas (Rehman et al., 2004; Nakagami et al., 2005; 

Sadat et al., 2007; Zhu et al., 2013) 

La administración de AD-MSCs también ha demostrado su utilidad en un 

modelo de cirrosis hepática por esteatohepatitis en el ratón, restableciéndo la 

síntesis hepatocitaria de albúmina y reduciéndo la fibrosis (Seki et al., 2013). 

Mediante análisis de expresión genética  se comprobó la activación de diversos 

genes responsables de procesos anti-inflamatorios y de regeneración/reparación 

tras la inyección de las AD-MSCs.  Además, éstas células consiguieron la 

inhibición de genes  relacionados con la respuesta inmune, disminuyendo así el 

número de células CD11b+ y Gr-1+ intrahepáticas y el índice de células 

CD8+/CD4+. Estos hallazgos ratifican  la inhibición por las AD-MSCs de genes 

implicados en la inflamación hepática relacionados con la presentación de 

antigenos y la activación de los linfocitos T helper o ayudantes (Seki et al., 2013). 

 En la fibrosis hepática inducida por administración de tioacetamida en la 

rata la administración intrahepática de 1x106 AD-MSCs humanas se ha 

comprobado que éstas células se diferenciaban en células hepatocito-like 

capaces de secretar albúmina y α-fetoproteina una semana después de su 

trasplante (Harn et al., 2012). La función hepática, evaluada por la concentración 
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sérica de bilirrubina y de albumina y por el tiempo de protrombina, así como la 

actividad inflamatoria y la fibrosis hepática  mejoraron significativamente con el 

trasplante de AD-MSCs (Harn et al., 2012). En otro tipo de fibrosis hepática de 

etiología tóxica en la rata, como es la obtenida por la dministración de CCl4, la 

inyección de AD-MSCs por vía intraportal, al reducir la fibrosis, mejora la 

microcirculación hepática (Wang et al., 2012). En éstos animales se comprobó 

una disminución significativa del índice de perfusión arterial hepática, un 

incremento de la perfusión portal y  una disminución de VEGF y de los 

microvasos neoformados, asociado a una marcada mejoría de los parámetros de 

función hepatocitaria (Wang et al., 2012).. 

Para evitar el rechazo, en la rata también se han realizado modelos 

experimentales de patología hepática en los cuales se administran AD-MSCs 

alogénicas. En éste caso las células madre se obtienen de la grasa subcutánea 

de la rata y se administran 2x106 células a través de la vena del pene después 

de ser sometidas a 15 minutos de isquemia-reperfusión hepática asociado a una 

hepatectomía del 70%. Los resultados de éste estudio  demuestran que la 

regeneración hepática  a los 2 días del p.o. es significativamente mayor en las 

ratas que recibieron las AD-MSCs. El índice mitótico de los hepatocito, los 

niveles de antigeno nuclear celular anti-proliferante y de otras proteinas  

asociadas con la regeneración, como fosfo-ERK1/2, fosfo-JNK, fosfo-p38 MAPK, 

c-fos, c-jun y c-myc, fueron tambien significativamente superiores en éstas ratas 

yá en las primeras 24 horas de evolución (Seki et al., 2012). Los autores 

proponen que el efecto beneficioso de las AD-MSCs se basa en su acción 

paracrina sobre la regeneración hepática periportal mediante la secreción de 

citoquinas y factores de crecimiento que activan en los hepatocitos los genes 

implicados en la regeneración hepatocitaria precozmente después de la 

realizaciónd e una hepatectomía en la rata (Feingold et al., 1988; Nakamura et 

al., 1989; Westwick et al., 1995; Cressman et al., 1996; Talarmin et al., 1999; Hsu 

et al, 2006; Wang et al, 2009; Donahower et al., 2010;  Seki et al., 2012) 

Pero también es posible la diferenciación hepatocitaria in vitro de las AD-

MSCs humanas, obteniéndo unas células hepatocito-like o similares a 

hepatocitos que expresan marcadores, proteinas y enzimas hepáticos y que 

adquieren algunas de las funciones de los hepatocitos primarios (Banas et al., 

2007a). La inducción de éstas células similares a hepatocitos a expensas de AD-
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MSCs es posible en un periodo de tiempo relativamente corto (13 días) cuando 

son expuestas a un medioambiente con activina A y FGF-4 (Banas et al., 2008). 

Los componentes de éste cóctel primitivo de factores de crecimiento fueron 

posteriormente modificados añadiéndo dimetilsulfóxido, nicotinamida e insulina-

transferrina-selenio, lo cual permitió acortar el tiempo necesario para la 

difernciación de las AD-MSCs hacia el linaje hepatocitario (Ishikawa et al., 2010).  

         Esta asombrosa plasticidad de las AD-MSCs para diferenciarse en células 

hepatocito-like depende de la activación de diversas vías de señalización 

implicadas en el desarrollo y la diferenciación hepatocitaria, como los factores de 

transcripción HNFs, las proteinas CCAAT/enhancer-binding, las proteinas GATA-

binding, HNF3b/FOXA2; HNFA3a/FOXA1, GATA4, HNF6/ONECUT1 y HNF1, 

que por técnicas genéticas de microarrays se han demostrado activados diez 

veces más que en las AD-MSCs indiferenciadas (Bossard y Zaret, 1998; Lee et 

al., 2005; Yamamoto et al., 2008). Los factores de transcripción 

hepatoespecíficos regulan la  la transactivación de varios factores endodérmicos 

y hepatocito-específicos, incluyendo transtiretina, albúmina y tirosina 

aminotransferasa (Costa et al., 2003). En estudios experimentales de 

hepatectomía parcial (Aurich et al., 2009), se ha observado el anidamiento de 

estas células en el lóbulo que recibió AD-MSCs. En la cirrosis hepática 

experimental se ha observado que las AD-MSCs anidan al menos durante 24 

horas tras el tratamiento con CCL4 (Banas et al., 2007). Estos resultados son 

mejores cuando se inyectan células madre mesenquimales previamente 

diferenciadas in vitro hacia hepatocitos, con lo que se disminuye además la 

fibrosis (Banas et al., 2007b; Aurich et al., 2009). 

Respecto de la vía más apropiada de administración de las AD-MSCs para 

tratar el hígado fibrótico de la rata, la mayoría de los estudios experimentales han 

utilizado una vena periférica, en particular la vena de la cola, (Seo et al., 2005; 

Sgodda et al., 2007; Banas et al., 2007b; Banas et al., 2008; Banas et al., 2009),  

y en menos ocasiones por vía  portal (Liang et al., 2009; Wang et al., 2012) o 

directamente en el parénquima hepático (Sato et al., 2005; Wang et al., 2012). 

Cualquier tipo de patología hepática cursa con afectación sistémica de las 

células madre (Peled et al., 1999; Hattori et al., 2001, Mavier et al., 2004; De 

Falco et al., 2004; Aurich et al., 2007; Gilchrist y Plevris, 2010). Así, la expresión 

de SDF-1, de G-CSF y de otros mediadores aumenta en sangre periférica, en 
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tanto que SDF-1 y CXCR4 disminuyen en la médula ósea. Estas alteraciones 

inducen el reclutamiento de MSCs  y de células madre hematopoyéticas en 

sangre periférica, desde donde alcanzan el hígado. Cuando las AD-MSCs se 

inyectan por la vena de la cola, llegan al hígado por via sistémica sanguínea 

atraídos por señales quimiotácticas liberadas por el hígado lesionado (Aiuti et al., 

1997; Hattori et al., 2001), en tanto que si se administran por vía portal o en el 

hígado las células madre alcanzan directamente el hígado sin pasar a la 

circulación sistémica. En el estudio realizado por Kim y cols. la acción de las AD-

MSCs sobre la fibrosis y la insuficiencia hepática ha demostrados es más 

beneficiosa cuando las células se habían administrado por la vena de la cola, lo 

cual se atribuye a sus efectos endocrinos y/o paracrinos (Kim et al., 2011). Tras 

la administración de las  AD-MSCs por la vena de la cola su distribución 

intrahepática es dispersa en el parénquima, en tanto que cuando se administran 

por la vena porta o en el hígado las células madre se distribuyen en forma de 

rácimos o acúmulos a lo largo de la vena porta o del lugar de la inyección, 

respectivamente (Kim et al., 2011). Sin embargo, estos resultados no son 

constantes, ya que en un modelo de fibrosis hepática por CCl4 en el ratón el 

trasplante de AD-MSCs por vía portal consiguió reducir la fibrosis y mejorar la 

microcirculación intrahepática y éstos efectos no se consiguieron cuando el 

trasplante de las células madre se realizaban por la vena de la cola (Wang et al., 

2012). 
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III.    HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 

Hipótesis 

        La técnica microquirúrgica  es aplicable a la cirugía experimental. En 

particular, ha sido utilizada para la obtención de diversos modelos 

experimentales de insuficiencia hepática en la rata. Por esta razón, ha sido 

elegida para la puesta a punto de un modelo experimental  de insuficiencia 

hepática colestásica. En esencia, la producción de  colestasis  extrahepática en 

la rata utilizando una técnica microquirúrgica se fundamenta en la resección de la 

vía biliar extrahepática y permite el estudio evolutivo a largo plazo de las 

complicaciones que comporta ésta patología, tanto hepáticas como 

extrahepáticas. 

        Las alteraciones hepáticas secundarias a colestasis extrahepática en la rata 

consisten fundamentalmente en la instauración de un proceso inflamatorio  que a 

su vez está implicado en la producción de proliferación biliar y fibrosis. El grado 

de insuficiencia hepática que causa la colestasis induce la muerte del animal a 

corto plazo por infección y hemorragia  si no se realiza su profilaxis. Por el 

contrario, evitar estas complicaciones  que se producen con precocidad permite 

conseguir un modelo de insuficiencia hepática crónica por fibrosis biliar en la 

rata. 

        La fibrosis secundaria a colestasis en la rata, aunque tiene su origen en la 

respuesta inflamatoria hepática, no revierte mediante tratamiento anti-

inflamatorio. Así,  los tratamiento farmacológicos anti-inflamatorios ensayados 

hasta la actualidad han demostrado ser ineficaces. Así mismo, se debe 

considerar que la fibrosis es el estadio previo a la cirrosis hepática en la clínica 

humana cuyo único tratamiento efectivo es el trasplante de hígado. Por lo tanto, 

todos los esfuerzos dirigidos a  evitar la evolución cirrótica de la patología 

inflamatoria hepática constituyen un objetivo fundamental en la actualidad. 

        En particular, en el presente trabajo experimental se ha ensayado el 

tratamiento de la patología hepática colestásica utilizando células madre 

mesenquimales adipocíticas  ya que se ha demostrado que estas células 

pluripotenciales,  a su capacidad para diferenciarse en hepatocitos, unen su gran  

actividad anti-inflamatoria e inmunosupresora. 
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Objetivos 

1. Estudiar la evolución a largo plazo de la colestasis extrahepática 

microquirúrgica en la rata,  así como demostrar la existencia de fibrosis biliar 

causante de insuficiencia hepática crónica en este modelo experimental. 

 

2. Obtener células  madre mesenquimales de origen adipocítico humano con 

capacidad para diferenciarse en hepatocitos para ser utilizadas en el tratamiento 

de la patología hepática colestásica. 

 

3. Demostrar que mediante el tratamiento con células madre mesenquimales se 

reduce la gravedad evolutiva a largo plazo de la patología hepática secundaria a 

colestasis extrahepática microquirúrgica en la rata.  
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IV. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

1. MATERIAL  

 

1.A. ANIMALES 

        Se han utilizado 152 ratas macho de la cepa Wistar procedentes de las 

instalaciones homologadas para la cría de animales de experimentación de la 

Unidad de Cirugía Experimental del Hospital Universitario de La Paz, en Madrid. 

Todos los ejemplares cumplían los requisitos de salud para animales de 

experimentación recomendados por la Federation of European Laboratory Animal 

Science Associations (FELASA). Los pesos corporales de los animales oscilaron 

entre 240 y 450 gramos. 

        

1.B. INSTALACIONES  

1.B.1. Animalario 

   El transporte desde el proveedor se realizó 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 estabulación se efectuó en una sala acreditada para tal fin en el 

Animalario de la Unidad de Cirugía Experimental del Hospital Universitario 

de La Paz. Dicho Animalario es un Centro de Asistencia a la Investigación 

con registro nº 28079-15 ABC-M en la Dirección General de Agricultura y 

Alimentación de la Comunidad Autónoma de Madrid que cumple con los 

requerimientos legislativos relativos a la experimentación animal (R.D. 

1201/2005).  El Animalario cuenta con  instalaciones óptimas homologadas 

para la cría, mantenimiento y cuarentena  de animales de experimentación, 

así como también con instalaciones propias para la investigación, 

quirófanos y laboratorios anejos para la manipulación y toma de muestras y 

alojamiento de roedores durante el postoperatorio. 

        Los animales  se mantuvieron en  grupos de cuatro dentro de cajas de 

Plexiglas de 42x65x15 cm (Letica, España) móviles con lecho de viruta  

(Panlab S.L. Barcelona). 

 

1.B.2 Sala de operaciones  
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  La técnica quirúrgica en la que se fundamenta el modelo experimental 

utilizado en éste estudio se realizó en la Unidad de Microcirugía de la 

Unidad de Cirugía Experimental del Hospital Universitario de La Paz, en 

una sala que dispone de:  

 Refrigerador para conservación de los fármacos anestésicos. 

 Mesa de trabajo de 80 x 100 cm. 

 Sillas ergonómicas ajustables en altura. 

 Microscopio operatorio Carl Zeiss OPMI 1-DFC nº serie  211069. 

 Centrífuga refrigerada superspeed Du Pont Instrument (GIRALT 

Sorval® RC-5B). 

 Balanza de precisión para pesado de los animales Jadever 

LPW- 1260 nº certificado PM-245/04 (Jadever Scale Co.LTD, 

Taiwan). 

 Contenedor desechable de residuos biológicos cortantes y 

punzantes. 

 Vaporizador de flujo continuo para la anestesia inhalatoria, tipo 

TEC 4 (Ohemeda) 

 Fuente de O2 (suministro centralizado). También disponible en 

bombona: 10.6 m3 de O2 a 200 Kg/cm2 

 Arcón congelador Koxka a -80 ºC. 

 

1.B.3 Sala de evolución postoperatoria  

   La Unidad de Cirugía Experimental del Hospital Universitario de la 

Paz posee instalaciones propias acondicionadas para el mantenimiento y el 

control de la evolución 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 ergonómicas ajustables en altura.  

 Lámpara halógena de brazo con bombilla de 60 W.  

 Contenedor hermético con bolsa para residuos biológicos.  

 Contenedores desechables de residuos biológicos punzantes.  

 Centrífuga.  

 Formaldehído al 2% 
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 Máquina de perfusión de formaldehído Dynamax – Rainin 

Model RP-1 (figura 1). 

 Elementos de protección individual: guantes y gafas.  

 

1.B.5 Área de conservación de muestras  

    Se realizó en un espacio habilitado para ese fin en la Unidad de 

Cirugía Experimental del Hospital Universitario de la Paz. La misma 

dispone de un congelador SANYO MDF-U5186S nº de serie 50709226 

(SANYO Electric Biomedical Co., Ltd Japan) que conserva las muestras a –

80ºC. 

 

1.B.6 Eliminación de residuos biológicos  

   Los residuos biológicos se almacenaron en espera de su eliminación 

en un área especial que dispone de un congelador tipo arcón modelo 

ZCF320L/2 Zanussi (Electrolux Home Products España, S.A. Madrid). 

 

1.C. FÁRMACOS  

 

1.C.1 Anestésicos  

        Isofluorano: concentración de inducción al 3-5%, y de mantenimiento 

al 1.5-2%. 

 

1.C.2 Otros fármacos  

 Ceftriaxona sódica (D.C.I), 500 mg. (Ceftriaxona Normon 500 

mg FG Lab. Normon S.A. Madrid). 

 Fitomenadiona, vit. K
1 

ampollas 1ml con 10 mg. (Konakion® 

Roche Farma S.A. Madrid). 

 Prograf (Tacrolimus) concentrado de solución para perfusión 

5mg/ml: 0.10 mg/Kg/día 

 Buprenorfina (Buprex®). 
 

 Fibrinógeno humano + Trombina humana (Tachosil), esponja 
5,5 mg/2 UI (Lab. NYCOMED PHARMA) 

 

 

1.D. MATERIAL  
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1.D.1 Instrumental quirúrgico  

  Caja con instrumental de microcirugía, que incluye: 

1.D.1.A Pinzas 

 Clamp de  paños BACKHAUS  de 13.3 cm  (2) 

 Disección con dientes de 13cm (1) 

 Disección de Adson  con dientes de 12cm (1) 

 HALSTED  Mosquito curva sin dientes de 12.7 cm (2) 

 HALSTED Mosquito recta sin dientes de 12.7 cm (2) 

 Pinza de Heiss recta (1) 

 Pinza de Heiss curva (1) 

 Pinza de microcirugía recta de 10.5 cm. (1) 

 Pinza de microcirugía curva de 10,5 cm.(1) 

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

      1.D.1.C  Tijeras 

 De Metzenbaum  curva de 14 cm (1) 

 De Mayo recta de 14cm (1) 

 Tijera de microcirugía recta de 15 cm. (1) 

 

1.D.2. Material de sutura y ligadura  

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

 Seda negra trenzada ligadura 6/0 Silkam®.(B. Braun España).  
 

 Sutura de VICRYL® (poliglactina 910) aguja curva 3/0.  
 

              (Ethicon Inc.)  
 

 Sutura de seda negra trenzada aguja curva de 3 /0 Silkam®. 

(B.Braun España).  

 

1.D.3 Material quirúrgico complementario  

 Paños quirúrgicos. 

 Guantes de exploración de látex natural sin polvo. Talla 7 ½ 

(King TM Amebil S.A. Vizcaya. España) 

 Guantes quirúrgicos de látex natural con polvo (estériles). Talla 

7 ½ (Medi-Grip Plus. Ansell Ltd. UK) 

 Gasas de 10 × 10cm . (Envase de 10 unidades Texpol 

.Manresa. España) 
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 Torundas de algodón pequeñas montadas (Algodones del 

Bages, S.A. Barcelona. España) 

 

 

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

extracción de muestras  

 Guantes de protección frente a mordedura de animales 

 Bloque de plastilina de 10 × 2 × 3 cm 

 Jeringas de 10, 5 y 2 ml BD DiscarditTM II (Becton Dickinson 

S.A. Fraga. Huesca. España ) 

 Agujas de tipo Luer 20G 0,91×25,4 mm (monoject magellan 

Safety Needle . Tyco Healthcare Group LP.USA) 

 Agujas de tipo Luer 21G 0,82×38,1 mm (monoject magellan 

Safety Needle . Tyco Healthcare Group LP.USA) 

 Agujas de tipo Luer 25G 0,51×15,8 mm (monoject magellan 

Safety Needle . Tyco Healthcare Group LP.USA) 

 Hoja de bisturí de acero estériles del nº 11 (Albion Surgical 

Limited . Sheffield. England) 

 Solución Salina isotónica: ClNa, 0.9 g/100ml. Envase 10 ml 

B.Braun 

 Contenedor cilíndrico de polietileno para residuos biológicos 

marca Consenur de 30 litros fabricado según norma DIN-

30739. 

 Contenedor de polipropileno para residuos biológicos 

punzantes y cortantes marca Biocompact 1,8 litros ( Sanipick 

Plastic SA. Madrid) 

 Bolsas de plástico de 15 litros para residuos biológicos 

 Recipiente de acero inoxidable  para transporte de nitrógeno 

líquido Airliquide GT 2  (Airliquide España) 

 Guantes de protección frente frío  Midera 10 

 

1.D.5. Material de laboratorio  

 Pipetas Pasteur no estériles de 1 ml. 

 Micropipetas JENCONS automáticas variables de 0.5-10 μl,  5-

50 μl, 200-1000 μl  (Labsystem) y puntas de pipetas 

desechables (Labcenter) 
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 Tubos de centrifuga 10ml (BD VacutainerTM.  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). 

 

1.E. EQUIPOS DE LABORATORIO  

 

1.E.1 Procesado de muestras sanguíneas 

 Centrífuga angular Nahita modelos 2610 ref. 2610000 OF.  

 Balanza analítica de precisión AB 204 Mettler Toledo nº 

serie:1113043273 (Mettler-Toledo S.A.E. L'Hospitalet de 

Llobregat Barcelona).  

 

1.E.2 Estudio bioquímico en suero  

        Autoanalizador Olympus AU400 nº serie 311267. Olympus Optical 

España S.A.  

 

1.E.3 Laboratorio de anatomía patológica  

        El procesado de las muestras histológicas y su posterior estudio 

microscópico se efectuó en el laboratorio del Departamento de  Anatomía 

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

 

  1.E.3.a. Laboratorio general: 

 Mesa de tallado de órganos con aspiración. 

 Procesador automático de tejidos con vacío. 

 Estación de trabajo para inclusión. 

 Teñidor automático.  

 Montador automático de cubreobjetos. 

 Criocentrífuga. 

 Microtomos motorizados. 

 Baños de flotación. 

 Criostato. 

 Balanzas de precisión. 

 Congeladores de -20ºC. 
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 Estufas de incubación. 

 Estufas de secado. 

 Vórtex. 

 Agitador orbital. 

 Agitadores magnéticos. 

 Microscopios ópticos convencionales. 

 Fotomicroscopio. 

 Microscopio de fluorescencia. 

 Microscopio invertido 

 Cabina de extracción de gases. 

 Campana de flujo laminar 

 Incubador de CO2 

 Baño con agitación 

 

1.E.3.b Laboratorio de inmunohistoquímica:  

 Inmunoteñidor automático. 

 Estación de trabajo para técnicas de inmunohistoquímica 

de tecnología capilar. 

 Incubador con termostato 20-56ºC. 

 Placa calefactora 30-200ºC. 

 Estufas de incubación. 

 

1.E.3.c Laboratorio de análisis de imagen: 

 Microscopio motorizado Leica CTR-5000 con 

epifluorescencia. 

- Cámara digital Leica DC-300. 

- Cámara digital Leica DC-350F. 

- Software Leica Qwin V3. 

- Impresora HP Photosmart 7960. 

 Microscopio Nikon Labophot 2 con epifluorescencia 

           -      Cámara de vídeo b/n Hitachi KP-140. 

           -      Cámara de vídeo color Hitachi KP-C50 

           -      Software MIP4 de C.I.D. 

           -      Impresora laser Epson EPL-6100. 

 Equipamiento común: 

- Cámara fotográfica digital Nikon Coolpix 950. 
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- Videoimpresora Mitsubishi. 

- Videocopiadora Polaroid. 

- Sistema macro para fotografía. 

 

1.F. REACTIVOS DE LABORATORIO  

 

1.F.1 Estudios bioquímicos en suero  

 Bilirrubina total y directa:  

 Total Bilirrubin Olympus System Reagent y Direct Bilirrubin 

Olympus System Reagent (Olympus Irlanda ref. OSR 6111 y 

OSR 6112).  

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

 

 Aspartato aminotransferasa (AST)  

 AST Olympus System Reagent (Olympus Irlanda ref. 

OSR6109).  

 Pyridoxal phosphate liquid (P5P) (Olympus Irlanda ref. 

(60106).  

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

 
 Alanina aminotransferasa (ALT)  

 ALT Olympus System Reagent (Olympus Irlanda ref. 

SR6107).  

 Pyridoxal phosphate liquid (P5P) (Olympus Irlanda ref. 

60106).  

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

 
 γ - glutamiltransferasa (GGT)  

 GGT Olympus System Reagent (Olympus Irlanda ref. 

OSR6120).  

 Olympus System Calibrator (Olympus Irlanda ref. 66300)  

 

 Fosfatasa alcalina (FA)  

 ALP Olympus System Reagent (Olympus Irlanda ref. 

OSR6104).  

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

 

 Acidos biliares  
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 Kit de método enzimático colorimétrico de ácidos biliares 

(Randox Laboratories Ltd. United Kingdom Cat.No.BI3863).  

 
 Lactato deshidrogenasa (LDH)  

 LDH Olympus System Reagent (Olympus Irlanda ref. 

OSR6126).  

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

 
 Proteínas totales 

 Total proteins Olympus System Reagent (Olympus Irlanda 

ref. OSR6103).  

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

 
 Albúmina  

 Albumin Olympus System Reagent (Olympus Irlanda ref. 

OSR6102).  

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

 
 Creatinina  

 Creatinin Olympus System Reagent (Olympus Irlanda ref. 

OSR6178).  

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

 
 

1.F.2. Laboratorio de Ingeniería Celular: 

 Medio de expnadión DMEM high glucose+ 10% FBS, más 1% P/S, 

Na-piruvato, glutamina 

 Medio de expansión: 60% DMEM-LowGlucose (Gibco); 

40%MCDB-201 (Sigma); 1% ITS (Gibco); 10-9 M dexametasona 

(Sigma); 10-4 M ácido ascórbico 2 fosfato (Fluka); 10 ng/ml rhEGF 

(R&D); 5% FBS (Gibco); 1% Pen/Strep (Gibco); 0.6% Glutamina 

(Gibco) 

 Medio de diferenciación celular: Igual que el de expansión pero sin 

FBS y con 10ng/ml de rhHGF (Gibco) + 10 ng/ml de rhOSM 

(Sigma) 

 Suero bovino fetal (FBS) 

 Solución salina  Hanks balanced SALT solution,  HBSS, 

(Invitrogen) 
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1.F.3.  Estudio histopatológico  

 Fijación  

 Formol tamponado al 10%  

 Inclusión  

 Agua destilada  
 

 Alcohol etílico (70º,96º,100º)  
 

 Xilol  
 

 Parafina  
 

 Tinción de Hematoxilina-Eosina:  

 Hematoxilina  de Harris...................0,5g.  
 

 Eosina ............................................1g. 
 

 Agua destilada ...............................100ml 
 

 Tinción con Rojo Picrosirio: Solución rojo sirio-ácido pícrico:  

 Rojo sirio F3BA al 1%....................................10 ml 

 Solución acuosa saturada de ácido pícrico…90 ml 

 

 Tinción con Tricómico de Masson: Reactivos 

 Solución de hematoxilina férrica de Weigert.  

 Solución de escarlata de Biebrich – fucsina ácida:  

- 90 cc de escarlata de Biebrich al 1% en agua destilada.  

- 9 cc de fucsina ácida al 1% en solución acuosa.  

- 1 cc de ácido acético glacial.  

 Solución acuosa de ácido fosfomolíbdico (se utiliza ácido 

fosfotúngstico en la misma proporción, si se va a teñir 

con verde luz):  

- 5 g de ácido fosfomolíbdico.  

- 200 cc de agua destilada.  

 Solución de azul de anilina:  

- 2,5 g de azul de anilina.  

- 2 cc de ácido acético glacial.  

- 98 cc de agua destilada.  

http://es.wikipedia.org/wiki/Hematoxilina
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Escarlata_de_Biebrich&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Fucsina
http://es.wikipedia.org/wiki/Cent%C3%ADmetro_c%C3%BAbico
http://es.wikipedia.org/wiki/Agua_destilada
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_ac%C3%A9tico
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=%C3%81cido_fosfomol%C3%ADbdico&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_fosfot%C3%BAngstico
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_fosfot%C3%BAngstico
http://es.wikipedia.org/wiki/Gramo
http://es.wikipedia.org/wiki/Azul
http://es.wikipedia.org/wiki/Anilina
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 Solución de verde luz al 2% (alternativa al azul):  

- 2 g de verde luz SF amarillento.  

- 99 cc de agua destilada.  

- 1 cc de ácido acético glacial.  

 Solución diferenciadora: solución acuosa de ácido acético 

glacial al 1%.  

 
 

    

2. MÉTODOS 

 

2.A. CONDICIONES DE UTILIZACIÓN Y ESTABULACIÓN DE LOS ANIMALES  

   La estabulación se realizó de acuerdo con la legislación vigente en nuestro 

país durante el tiempo en el que se ha realizado la parte experimental del 

presente trabajo sobre el cuidado y la utilización de animales de laboratorio, por 

la cual España adopta la normativa de la Unión Europea de 1996 sobre el uso de 

animales con fines científicos. Se incorporó a nuestro ordenamiento legal con 

fecha de 4 de Agosto de 1986 en el Real Decreto 1201/2005, de 10 de octubre, 

sobre protección de los animales utilizados para experimentación y otros fines 

científicos. (BOE 252; 21-10-2005). (Aller et al. 2009a). 

   Los animales se mantuvieron a una temperatura de 20 ± 2 ºC, y con una 

humedad relativa del 65 ± 10 %. Las condiciones de luz / oscuridad fueron 

cíclicas estableciéndose períodos alternos de 12 horas (8:00 –20:00 /20:00 – 

8:00). Los animales se mantuvieron en estanterías, y en grupos de 2 en cajas 

homologadas para tal fin: Plexiglas de 42x65x15 cm (Letica, España) móviles 

con lecho de viruta (Panlab S.L. Barcelona). Dichas cajas fueron etiquetadas, y 

consignándose en éstas últimas los datos de identificación de los animales allí 

alojados. Todos los animales fueron alimentados con una dieta estándar para 

roedores de laboratorio (rata /ratón dieta de mantenimiento A04. Panlab: España) 

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

 

2.B DISEÑO EXPERIMENTAL 

        La colestasis extrahepática microquirúrgica en la rata se ha estudiado en 2 

periodos evolutivos diferentes: precoz, con una evolución de 24 horas (CM-1)  y 

tardía, con una evolución de 14 días (CM-14).En ambos grupos se ha realizado 

http://es.wikipedia.org/wiki/Verde
http://es.wikipedia.org/wiki/Luz
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_ac%C3%A9tico_glacial
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el tratamiento de las alteraciones causadas por la colestasis extrahepática con 

dos tipos de células  madre mesenquimales obtenidas de tejido adiposo 

procedente de lipoaspirado  de pacientes intervenidas en el Hospital de La Paz:  

1.   Células madre mesenquimales de origen adipocítico. 

2. Células madre mesenquimales de origen adipocítico prediferenciadas en 

células progenitoras hepatocitarias antes de su administración intrahepática a los 

animales con colestasis. 

 

        De esta forma, las ratas fueron agrupadas aleatoriamente para su estudio 

en los siguientes grupos: 

        Se diseñó inicialmente un grupo “preliminar” formado por 3 series de 

animales: Una primera serie, constituída por animales sin tratamiento, y otras 2 

series compuestas por varios subgrupos, integrados por ratas con colestasis 

microquirúrgica que se diferenciaban entre sí en función del tipo de células 

madre que se les administraba y del tiempo evolutivo en el que dicha 

administración se llevaba a cabo. En todos los grupos, el sacrificio se realizaba a 

las 8 semanas de post-operatorio (p.o): 

 Serie I: sin tratamiento:  

 Grupo 1 (n=4): ratas pseudo-operadas (SO). 

 Grupo 2 (n=4): ratas con colestasis extrahepática 

microquirúrgica e inyección intrahepática de solución salina 

isotónica (0.9%) (CM-S). 

 Serie II: administración precoz de células madre mesenquimales de origen 

adipocítico (24horas de  evolución postoperatoria): 

 Grupo 3 (n=3): ratas con colestasis microquirúrgica e inyección 

de células mesenquimales de origen adipocítico, que fueron 

prediferenciadas a hepatocitos previa a su administración 

intrahepática a las 24 horas del p.o. (CM-H-1). 

 Grupo 4 (n=5): ratas con colestasis microquirúrgica e inyección 

intrahepática de células mesenquimales de origen adipocítico no 

diferenciadas a las 24 horas de  p.o. (CM-A-1). 

 Serie III: administración tardía de de células madre mesenquimales de 

origen adipocítico  (14 días de  evolución postoperatoria): 

 Grupo 5 (n=4): ratas con colestasis microquirúrgica e inyección 

de células mesenquimales de origen adipocítico 
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prediferenciadas a hepatocito a las 2 semanas  de p.o. (CM-H-

14). 

 Grupo 6 (n=4): ratas con colestasis microquirurgica e inyección 

intrahepática  de células mesenquimales de origen adipocítico 

no diferenciadas a las 2 semanas del  p.o. (CM-A-14). 

    

        El objetivo de esta primera serie de animales  era doble: 

1. Identificar el estadio del p.o. tras la realización de la colestasis  

más adecuado para la inyección de células. 

2. Determinar el tipo de células (indiferenciadas o prediferenciadas 

hacia el linaje hepatocitario) más efectivas para el tratamiento de 

la insuficiencia hepática colestásica.  

 

        Tras el estudio y análisis de los resultados obtenidos en estos grupos 

preliminares, comprobamos  que la evolución más favorable correspondía a los 

animales del grupo 5. Por ello, para el estudio definitivo se diseñaron otros 5 

grupos de ratas: 1 grupo de ratas con  colestasis extrahepática microquirúrgica,  

que se  sacrificaron a las 2 semanas de p.o., y otros 4 grupos que se 

diferenciaban, a su vez en dos factores: a. en el material inoculado en el hígado 

(células  madre mesenquimales de origen adipocítico y prediferenciadas in vitro 

hacia células progenitoras hepáticas vs suero salino) y, b.  en el tiempo evolutivo 

de estudio  (Tabla 1): 

 Serie IV (n=8): Está constituida por ocho animales con  colestasis 

microquirúrgica que fueron sacrificados  a las 2 semanas del  p.o. (C-2s). 

 Serie V: Formada por ratas colestásicas  a las que se les administró en un 

periodo evolutivo  tardío (14 días de  evolución p.o.)  las células madre 

mesenquimales de origen adipocítico o bien, solución salina isotónica. 

Estos animales fueron estudiados hasta las  5 semanas de p.o. Esta Serie 

V se subdivide, a su vez en los siguientes grupos: 

 Grupo I (n=15): Colestasis microquirúrgica e inyección de 

solución salina isotónica  a las 2 semanas de p.o. Los animales 

supervivientes fueron sacrificados  a las 5 semanas de p.o. (CS-

5s). 

 Grupo II (n=15): Colestasis microquirúrgica e inyección de 

células de origen adipocítico prediferenciadas a hepatocito a las 



                                                                                                            Material y métodos 
 
 
 

 83 

2 semanas de p.o. Los animales supervivientes también fueron 

sacrificados a las 5 semanas del p.o.(CCM-5s). 

 

 Serie VI: Formada por ratas colestásicas  a las que se les administró en un 

periodo evolutivo  tardío (14 días de  evolución p.o.) células madre de 

origen adipocítico o solución salina isotónica  y evolución de la colestasis 

microquirúrgica a largo plazo (8 semanas de postoperatorio): Esta Serie VI 

se subdivide, a su vez en los siguientes Grupos: 

 Grupo III (n=16): Colestasis microquirúrgica e inyección de 

solución salina isotónica  a las 2 semanas de p.o. Los animales 

supervivientes fueron sacrificados  a las 8 semanas de p.o. (CS-

8s). 

 Grupo IV (n=30): Colestasis microquirúrgica e inyección de 

células de origen adipocítico prediferenciadas a hepatocito a las 

2 semanas de p.o.  Los animales supervivientes fueron 

sacrificados a las 8 semanas de p.o.(CCM-8s). 

 

         Tabla 1: Grupos de ratas correspondientes al diseño del estudio experimental 

 

SERIE I 

GRUPO 1 
(SO) 

n=4 Pseudo-operadas 

GRUPO 2 
CM-S 

n=4 
Colestasis microquirúrgica e inyección 
intrahepática de solución salina isotónica 
(0.9%) 

SERIE II 

GRUPO 3 
CM-A-1 

n=5 

Colestasis microquirúrgica e inyección 
intrahepática de células mesenquimales  
adipocíticas indiferenciadas a las 24 horas de  
p.o. 

GRUPO 4 
CM-H-1 

n=3 

Colestasis microquirúrgica e inyección de 
células mesenquimales adipocíticas 
prediferenciadas a hepatocitos a las 24 horas 
de p.o. 

SERIE III 
GRUPO 5 
CM-A-14 

n=4 

Colestasis microquirurgica e inyección 
intrahepática  de células mesenquimales  
adipocíticas indiferenciadas a las 2 semanas 
del  p.o. 
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GRUPO 6 
CM-H-14 

n=4 

Colestasis microquirúrgica e inyección de 
células mesenquimales adipocíticas 
prediferenciadas a hepatocito a las 2 semanas  
de p.o. 

SERIE IV C-2s n=8 
Colestasis microquirúrgica sacrificadas  a las 2 
semanas de  p.o. 

SERIE V 

GRUPO I 
CS-5s 

n=15 

Colestasis microquirúrgica e inyección de 
solución salina isotónica  a las 2 semanas de 
evolución y sacrificados  a las 5 semanas de 
p.o. 

GRUPO II 
CCM-5s 

n=15 

Colestasis microquirúrgica e inyección de 
células adipocíticas prediferenciadas a 
hepatocito a las 2 semanas de evolución y 
sacrificados a las 5 semanas de p.o. 

SERIE VI 

GRUPO III 
CS-8s 

n=16 

Colestasis microquirúrgica e inyección de 
solución salina isotónica  a las 2 semanas de 
evolución y sacrificados  a las 8 semanas de 
p.o. 

GRUPO IV 
CCM-8s 

n=30 

Colestasis microquirúrgica e inyección de 
células adipocíticas prediferenciadas a 
hepatocito a las 2 semanas de evolución y 
sacrificados a las 8 semanas de p.o 

 

 

   En todas la ratas se extraía analítica de la vena cava inferior el día de la 

administración de las células madre de origen adipocítico o de la solución salina 

isotónica, y una segunda analítica en el sacrificio 

 

2.C. TÉCNICA ANESTÉSICA  

        El principal  objetivo de la anestesia cuando se utilizan animales de 

laboratorio es de carácter ético y consiste en evitarles el dolor y el sufrimiento 

innecesarios. Independientemente del método anestésico elegido por cada grupo 

de Investigación, éste debe conseguir suficiente relajación muscular para que la 

cirugía pueda ser realizada fácilmente, debe bloquear la actividad refleja para 

impedir la activación del Sistema Nervioso Autónomo y, por lo tanto alteraciones 

de la frecuencia y del ritmo cardíaco y, lo más importante, la técnica anestésica 

debe procurar un grado suficiente de pérdida de conciencia por hipnosis que, 

unido a la analgesia, impida que el animal sufra dolor. En definitiva, el objetivo 

fundamental de la anestesia es causar a los animales de experimentación el 
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mínimo distrés físico y psicológico asociado a la cirugía experimental (Aller y 

Nava, 2009). 

        Entre los múltiples métodos de anestesia descritos en la rata los 

fundamentales son los que utilizan la vía inhalatoria  o la parenteral. En este 

estudio, la anestesia se administró por vía inhalatoria utilizando  Isofluorano, con 

una concentración de inducción al 3-5%, y de mantenimiento al 1.5-2%, 

administrada a través de un vaporizador de flujo continuo para la anestesia 

inhalatoria, tipo TEC 4 (Ohemeda), conectada a una fuente de O2. Esta pauta 

proporciona un plano anestésico quirúrgico y adecuada relajación muscular 

durante el tiempo que dura la intervención. Una vez finalizado el tiempo 

quirúrgico la recuperación espontánea de la consciencia se produce 

habitualmente entre los 5 y 10 minutos. Por la sensibilidad de los pequeños 

roedores a la hipotermia (Rodríguez, 1989), durante el postoperatorio inmediato 

se colocó a las ratas en un ambiente cálido suministrado por una manta eléctrica 

(Aller y Nava, 2009). 

 

2.D. TÉCNICA QUIRÚRGICA  

 

2.D.1. PSEUDO-OPERACIÓN  

        Con la rata en decúbito supino  se realiza una laparotomía media 

xifopubiana, las asas intestinales se cubren con una gasa humedecida en 

solución salina isotónica (0.9%) a temperatura corporal, y son desplazadas 

hacia el lado izquierdo del animal. A continuación y, tras colocar un bloque 

de plastilina en la zona dorso lumbar, se secciona el ligamento falciforme, 

situado entre  los lóbulos hepáticos lateral izquierdo y caudado, y 

posteriormente los ligamentos triangulares izquierdo y derecho (Figura 7).  

      

                                           

                       Figura 7. Laparotomía media y sección del ligamento falciforme en la rata. 
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 Las maniobras anteriores permiten una exposición adecuada del hilio 

hepático y la tracción ligera del duodeno hacia el lado izquierdo permite 

visualizar la vía biliar, que es la estructura hiliar más superficial en la rata 

(Figura 8) (Lorente et al., 2009). Tras disecar el colédoco, se introduce el 

intestino en la cavidad peritoneal, y la pared abdominal se cierra en dos 

planos: peritoneo, músculo y aponeurosis mediante sutura continua 

reabsorbible Vycril ® (polyglactin 910) de 4/0, y piel con sutura continua de 

seda de 4/0. (Lorente et al., 2009). 

 

                               

Figura 8. La vía biliar extrahepática en la rata es anterior respecto de las ramas 
de la arteria hepática y éstas a su vez son anteriores respecto de las ramas 
portales. 

 

2.D.2. COLESTASIS EXTRAHEPATICA MICROQUIRURGICA  

         El parénquima hepático en la rata está constituido por cuatro lóbulos: 

lateral derecho (LLD), medio (LM), lateral izquierdo (LLI) y caudado (LC) y 

cada uno de ellos posee una vascularización portal y arterial y un drenaje 

venoso y biliar independientes (Figura 9) (Aller et al., 2008; Lorente et al., 

2009). Esta característica anatómica permite resecar los conductos biliares 

que drenan cada lóbulo hepático en continuidad con el colédoco mediante 

la utilización de una técnica microquirúrgica (Aller et al., 1993; Aller et al., 

2009d) 

 

 

 

 

 

 

 
LLD 

 LM 

LLI 

LC 
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Figura 9: Representación del hígado de la rata dividido en cuatro lóbulos: 
medio (LM), lateral izquierdo (LLI), lateral derecho (LLD) y caudado (LC). En el hilio 
se puede apreciar la relación entre las ramas portales, arteriales y biliares, así 
como la ausencia de vesícula biliar. VBP, vía biliar principal, AH, arteria hepática, 
VP, vena porta. 

 
 

       Tras inducir la anestesia inhalatoria con Isofluorano, y con el animal en 

decúbito supino,  se realizó una laparotomía media xifopubiana y se 

seccionó el ligamento falciforme. A continuación se extrajeron las asas 

intestinales, desplazándolas hacia el lado izquierdo del animal y se 

protegieron con una gasa humedecida en solución salina isotónica (0.9%) a 

temperatura corporal. Después de colocar un bloque de plastilina en la 

zona dorso-lumbar, los lóbulos hepáticos superiores se evirtieron sobre el 

tórax y también se cubrieron con una gasa empapada en suero salino. 

Estas maniobras permitieron una correcta exposición de la totalidad de la 

vía biliar extrahepática. A continuación se seccionan el ligamento falciforme 

(situado entre el LLI y el LC), y posteriormente  los ligamentos triangulares 

izquierdo y derecho (figura 10). 

                    

 

LLI 

TI 

LC 

LLI 
LM 

LM 

LLD 

TD 
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Figura 10: Ligamentos principales del hígado de la rata. F: Ligamento 
falciforme; TD: Ligamento triangular derecho; TI: Ligamento triangular izquierdo; 
LM: Lóbulo medio; LLI: Lóbulo lateral izquierdo; LMD: Lóbulo medio derecho; LMI: 
Lóbulo medio izquierdo; LLD: Lóbulo lateral derecho; LC: Lóbulo caudado 

 

        Para las siguientes fases de la intervención es necesario utilizar un 

microscopio operatorio binocular como medio de magnificación (Aller y 

Arias, 2009), ya que la disección y sección de los conductos biliares de los 

cuatro lóbulos hepáticos debe ser realizada sin lesionar la vascularización 

portal o arterial de estos lóbulos.     

        La tracción del duodeno hacia la izquierda del animal permite 

visualizar el colédoco, que se liga y se secciona proximalmente al inicio de 

su porción intrapancreática (Figuras 11 y12). Esta maniobra, al producir 

dilatación de la vía biliar extrahepática, facilita la identificación y posterior 

disección del colédoco y de los conductos biliares procedentes de los 

cuatro lóbulos hepáticos que constituyen el hígado de la rata.  

 

                            

                     Figura 11. Ligadura del colédoco previa al inicio de su porción intrapancreática 

 

                         

Figura 12: Ligadura y sección del colédoco, con dilatación de la vía biliar 
extrahepática. 
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         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 hepática de este lóbulo, se liga y se secciona el conducto biliar lo 

más próximo posible de su salida del parénquima hepático (Figuras 13 y 

14). La disección, ligadura y sección del conducto biliar del LLD se realiza 

de igual forma (Figura 14).  

    

                                    

Figura 13. Tracción del extremo proximal ligado del  colédoco y ligadura del 
conducto biliar procedente del lóbulo caudado (LC). 

 

 

                                       

Figura 14. Disección y ligadura de los conductos biliares de los lóbulos 
caudado y lateral derecho en el hígado de la rata 

       

Se continúa la disección del colédoco en sentido craneal, liberándolo 

del tejido graso y de las adherencias peritoneales, e individualizándolo de la 

arteria hepática, y de la vena porta hasta los conductos biliares procedentes 

del  lóbulo medio (LM).  Estos últimos se disecan y se ligan 

independientemente. Por último, se diseca, se liga y se secciona el 

conducto biliar del LLI (Figura 15) (Aller et al., 1993; Aller et al., 2009b). 
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Figura 15: Aspecto del hilio hepático de la rata una vez realizada la exéresis micro- 
quirúrgica de los conductos biliares que drenan los lobulos hepáticos inferiores. A 
continuación se procede a la disección, ligadura y sección de los conductos biliares 
que drenan los lobulos superiores, medio (en la figura) y lateral izquierdo. 

 

        Previa comprobación de la integridad de la vascularización portal y 

arterial de los lóbulos hepáticos, así como de la inexistencia de hemorragia 

procedente de alguna lesión inadvertida del parénquima hepático (Figura 

16), se reintegran las asas intestinales al interior de la cavidad abdominal y 

se procede al cierre  del plano peritoneo-músculo-aponeurótico con sutura 

continua reabsorbible vycril ® (polyglactin 910) de 4/0, y de la piel con 

sutura continua de seda de 4/0. 

 

                                  

Figura 16: Aspecto del hilio hepático una vez completada la exéresis de la vía biliar 
principal, con las ligaduras correspondientes de los conductos biliares que drenan 
los cuatro lóbulos. Se comprueba la indemnidad de la arteria hepática y de la vena 
porta, así como de sus ramas lobulares. 

 
 

2.E. MANTENIMIENTO  Y TRATAMIENTO POSTOPERATORIO 

         Una vez finalizada la intervención las ratas se colocaron en su caja de 

policarbonato  (42 x 65 x 15 cm, Letica. España) sobre un lecho de viruta 
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especial para roedores de laboratorio (Panlab) que permite su estabulación en un 

medio limpio y seco, con luz poco intensa  y en un ambiente tranquilo  hasta que 

se recuperan de la anestesia. Debido a la especial sensibilidad de los pequeños 

roedores a la hipotermia (Rodríguez, 1989; Aller y Nava, 2009), la prevención de 

la hipotermia postoperatoria es de fundamental importancia. Por ello, 

inmediatamente después de la intervención el animal se colocó cerca de una 

fuente de calor (una lámpara) sobre una manta eléctrica para mantener la 

temperatura corporal en el rango aconsejado para las ratas adultas (25-30ºC)  

(Waynforth  y Flecknell, 2004).   

 Además en los roedores, es importante controlar la respiración durante el 

postoperatorio inmediato  ya que  es común la depresión respiratoria durante 

este periodo. Esta complicación es especialmente peligrosa ya que suele pasar 

inadvertida hasta que los animales sufren hipoxia e hipercapnia. 

 Durante una intervención quirúrgica, en particular si como en éste modelo 

experimental se realiza una laparotomía, se pierden abundantes fluídos por 

evaporación, lo cual se agrava ya que las ratas generalmente son incapaces de 

ingerir líquidos durante las primeras 12-24 horas del p.o.  Por tanto, se deben 

aportar aproximadamente 40-80ml/kg/24h preferiblemente por vía oral si el 

animal ha recuperado la conciencia. En caso de que no se hayan recuperado del 

íleo paralítico se administra una solución salina-dextrosa (4% dextrosa, 0.18% 

salino) o salina (0.9%) por vía intraperitoneal o subcutánea (Aller y Nava, 2009). 

        La realización de una laparotomía con manipulación de las asas intestinales 

y resección de la vía biliar en la rata cursa con un importante dolor p.o. En 

particular, las ratas Wistar tras sufrir una laparotomía adoptan posturas 

sugerentes de dolor abdominal arqueando la espalda, aumentan su frecuencia 

respiratoria y reducen la ingesta de líquidos y sólidos. Por éste motivo, como 

terapia analgésica se administró el opioide Buprenorfina (0.05mg/kg/12h) por vía 

subcutánea durante las primeras 24 horas de p.o. (Aller y Nava, 2009). 

Buprenorfina ha sido muy utilizado en medicina veterinaria durante las últimas 

tres décadas porque proporciona un nivel de analgesia excelente y produce una 

mínima depresión cardíaca y/o respiratoria. 

        Los animales fueron sacrificados, dependiendo del grupo de estudio, a las 5 

y a las 8 semanas del período p.o., durante el cual se les administró por vía i.m. 

profunda un antibiótico de amplio espectro (Ceftazidima; 50 mg/kg; dos veces a 

la semana) y Vitamina K1 (Fitomenadiona; 8mg/kg; una vez a la semana)  como 
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profilaxis anti-infecciosa y anti-hemorrágica, respectivamente (Aller et al., 2009e). 

Además, con el objetivo de evitar el posible rechazo del xenotrasplante, se les 

administró Tacrolimus, (0.05 mg/Kg IM, 2 veces a la semana) desde las 24 horas 

previas a la inyección de células madre o suero (dependiendo de si trataba del 

grupo de estudio o grupo control) hasta el momento del sacrificio. 

 

2.F. OBTENCIÓN DE CÉLULAS MADRE DE LIPOASPIRADO HUMANO 

        Se han utilizado las células madre mesenquimales obtenidas durante un 

proyecto anterior financiado por el Fondo de Investigaciones Sanitarias, extraídas 

de tejido adiposo obtenido de liposucciones estéticas electivas. El tejido obtenido 

de los pacientes donantes que así lo consintieron, siguiendo las directivas del 

BOE 2006/17/CE del 8 de febrero del 2006, fue procesado como más adelante 

se detalla. La fracción vasculo estromal (SVF) fue aislada del tejido adiposo 

utilizando un procedimiento basado en el descrito por  Zuk y cols en 2001  (Zuk 

et al., 2001): 

1. La muestra de tejido adiposo se digiere con un volumen de 1:1 de 

solución de colagenasa tipo I en PBS (ambos de Gibco-BRL,Grand Island, 

NY, USA) al 0,075% a 37º con agitación suave durante 30 minutos. . 

Posteriormente, la actividad enzimática se neutraliza con un volumen 1:1 de 

DMEM + 10% suero bovino fetal (FBS) al 10% + 1% de solución antibiótica 

de penicilina y estreptomicina (Medio de cultivo, todos ellos de Gibco-BRL). 

Tras la incubación, el tejido se centrifuga a 300 x g durante 10 minutos, y el 

sobrenadante, consistente en gotas lipídicas, adipocitos maduros, y la 

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

2. Los eritrocitos contaminantes de esta fracción se lisan con un buffer de 

NH4Cl 160 mM, 10 mM de KHCO3 y 1 mM de EDTA e incubación a 

temperatura ambiente durante 10 minutos. Dicho buffer se inhibe con PBS 

5:1. 

3. El SVF libre de eritrocitos contaminantes se aísla por centrifugación en 

las mismas condiciones anteriores, resuspendida en medio de cultivo y 

sembrada a una densidad aproximada de 30.000 células por cm2 y 

cultivada toda la noche a 37º C y 5% de CO2 en medio de cultivo (DMEM 

con 10% FBS). 

4. Posteriormente se lava con PBS con el fin de eliminar las células no 

adheridas y la población celular adherida, denominada lipoaspirado 
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procesado (LPA) se cultiva en las mismas condiciones hasta su 

confluencia,  cambiando el  medio tres veces por semana. 

5. Para su almacenamiento hasta su uso, se levantan con tripsina-EDTA al 

0,05% en HBSS (Sigma) y se procede a su congelación en rampa 

(0,5ºC/min) en medio de criopreservación (medio de cultivo con 10% 

DMSO, Sigma, San Louis, MS, USA) hasta los -80ºC, para luego 

sumergirlas en N2 líquido. 

 

2.G.  CARACTERIZACIÓN CELULAR MEDIANTE CITOMETRÍA DE FLUJO 

         Las células mesenquimales de estirpe adipocítica, una vez descongeladas, 

son examinadas para determinar la expresión de moléculas de superficie típicas 

de células madre utilizando citometría de flujo. En concreto, se separan las 

células en función de si expresan marcadores de células madre mesenquimales 

utilizando anticuerpos primarios marcadores de células mesenquimales o 

estromales acompañantes CD31, CD34, CD45, CD105 y Stro-1 (Sigma) y 

anticuerpos marcadores de mesodermo (Vimentina; Sigma). En todos los casos 

se han utilizado anticuerpos secundarios anti-CD34 conjugado con ficoeritrina 

(Becton Dickinson) y/o anti- CD105 conjugado con fluoresceína (Chemicon). (Zuk 

et al., 2001; Zuk et al, 2002). Han sido establecidos un mínimo de 3 criterios 

como necesarios para considerar una población celular como células madre de 

origen mesenquimal (Dominici et al., 2006). Primero, las células madre de origen 

mesenquimal deben  poseer una plasticidad adherente cuando son mantenidas 

en condiciones estándar de cultivo. Segundo,  las células madre de origen 

mesenquimal deben expresar los marcadores CD105, CD73 y CD90, y carecer 

de la expresión de CD45, CD34, CD14 o CD11b, CD79α o CD19 y de moléculas 

de superficie HLA-DR. Tercero, las células madre de origen mesenquimal deben 

tener la capacidad de de diferenciarse en los linajes mesodérmicos 

adipogénicos, condrogénicos y ostoeogénicos. Curiosamente, más del 90% de 

las células adherentes cultivada en SVF adquieren el marcador CD105 

(Yoshimura et al., 2006; Varma et al., 2007).  Consecuentemente, los cultivos de 

SVF han sido utilizados con objetivos terapéuticos en la mayoría de los estudios 

publicados. 

 

2.H.  CARACTERIZACIÓN CELULAR FUNCIONAL MEDIANTE 

DIFERENCIACIÓN 
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         Se realiza una caracterización funcional de las células madre 

mesenquimales mediante inducción de la diferenciación osteogénica,  

condrogénica y adipognénica: 

 Inducción osteogénica: (Guilak et al., 2006): El medio de inducción 

osteogénica contiene DMEM (alta concentración de glucosa), con 10% 

de suero bovino fetal (FBS), 10 mM de glicerofosfato, 0.15 mM de ácido 

ascórbico -2-fosfato, 10 nM de 1,25- (OH) vitamina D3, y 10 nM de 

dexametasona, además de solución antibiótica estándar (P/S). Las 

células se mantienen en cultivo 28 días, refrescando el medio 3 veces 

por semana, y el último día se medirá la actividad fosfatasa alcalina en 

células control y células inducidas para comprobar si se ha producido la 

diferenciación dirigida hacia osteocitos in vitro. 

 Inducción condrogénica: (Barry et al., 2001): El medio de inducción 

condrogénica contiene DMEM-LG (baja concentración de glucosa), con 

110 mg/L de piruvato sódico, 0.15 mM de ácido ascórbico-2-fosfato, 100 

nM de dexametasona, 1% ITS y 10 ng/ml de TGF-1 y 1% de solución 

antibiótica. La células se mantienen en cultivo durante 4 semanas para 

después comprobar la presencia de proteoglicanos sulfatados mediante 

tinción con azul Alcián. 

 Inducción adipogénica (Lin et al, 2006): El medio de diferenciación 

adipogénica está constituído por: DMEM (Gibco) suplementado con 10% 

FBS (Gibco), 500μM IBMX (Sigma), 1μM dexametasona (Sigma), 1μM 

Indometacina (Sigma). A las 72 horas se refresca el medio añadiendo 

10μM insulina (Actrapid, Novonordisk) para a las 24 horas retirar el 

medio y cambiarlo por medio de diferenciación adipogénica sin insulina. 

El medio con insulina se añade, de esta manera, cada 72 horas, 

lavándolo a las 24 horas con medio sin insulina y se mantiene este 

protocolo durante 2 semanas, tras las cuales se revela la presencia de 

vacuolas lipídicas intracelulares mediante tinción Red Oil-O 

 

2.I. DIFERENCIACIÓN IN VITRO DE LAS CÉLULAS MADRE 

MESENQUIMALES DERIVADAS DE ADIPOCITOS EN CELULAS 

PROGENITORAS HEPATOCITARIAS 

        Las células aisladas del tejido adiposo humano se someten a condiciones 

de inducción hepatogénicas siguiendo el protocolo ya establecido por Seo y cols. 

en 2005 con pequeñas modificaciones: (Seo et al., 2005): Las células se cultivan 
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durante 7 días sobre un delgado substrato de colágeno (0,1% en PBS; Sigma) en 

medio de inducción hepatogénica (60% DMEM-LG; 40% MCDB-201 (Sigma); 1% 

ITS (Gibco); 10-9 M dexametasona (Sigma); 10-4 M ácido ascórbico 2 fosfato 

(Sigma); 10 ng/ml rhEGF (R&D Systems); 10 ng/ml rh OSM, 10ng/ml rhHGF 

(todos de R&D Systems); 1% P/S (Gibco); 0.6% Glutamax (Gibco), que se 

referesca cada 2 días. Después del tiempo necesario (entre 2 y 4 semanas), se 

confirma la diferenciación dirigida hacia hepatocitos verificándose la  expresión 

por las células madre de albúmina mediante inmunocitoquímica frente a 

albúmina (anticuerpo de Dako). 

      Previamente a su trasplante, las células mesenquimales prediferenciadas 

hacia el linaje hepatocitario se marcan con BromodeoxiUridina (1:1000) y 

fluorocromo CMDiI (Molecular Probes, 1:200) con el objeto de identificarlas 

posteriormente en el parénquima hepático de la rata.  

  

2.J. ADMINISTRACIÓN INTRAHEPÁTICA DE CÉLULAS MADRE 

MESENQUIMALES DE ORIGEN ADIPOCÍTICO 

        La técnica utilizada para la administración de células madre ha sido 

mediante infiltración lobular hepática. Esta técnica consiste en la obtención de 

una suspensión de células madre (número de células madre: 4x 10E6 céulas/rata 

en 1 cc de solución salina, Hanks balanced SALT solution, HBSS, Invitrogen) e 

inyección mediante aguja de calibre 18G en los lóbulos hepáticos medio, lateral 

izquierdo y lateral derecho de 0.33 ml/lóbulo. Una vez inoculadas las células 

madre de origen adipocítico o la solución salina isotónica, se aplica un material 

hemostático sobre el sitio de punción hepática (Figura 17). 

        Los animales han sido tratados las 24 horas previas y  tras la infiltración 

hepática de solución salina istónica (1ml) o de células madre de origen 

adipocítico con inmunosupresión (Tacrolimus, 0.05 mg/Kg, 2 días a la semana) 

como profilaxis de rechazo, ya que son células de procedencia humana, y por lo 

tanto se trata de un xenotrasplante. 
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Figura 17: Inoculación de las células madre de origen adipocítico o la solución 
salina isotónica en el parénquima hepático. Inmediatamente después, se aplica 

un material hemostático (Tachosil)  sobre el sitio de punción hepática 

 

 

2.K.  SACRIFICIO DE LOS ANIMALES   

        Los animales supervivientes en cada serie fueron sacrificados por 

exanguinación a las 5 o  a las 8 semanas del post-operatorio, en función del 

grupo al que pertenecieran. Antes de proceder a la anestesia y sacrificio de los 

animales se determinó su peso corporal (PC). La anestesia de realizó de nuevo 

por vía inhalatoria, a las concentraciones descritas con anterioridad. Tras colocar 

a la rata en decúbito supino se realizó una laparotomía xifopubiana y se realizó 

un estudio macroscópico de la cavidad abdominal, en el que se valoraba la 

presencia de líquido ascítico, el aspecto macroscópico de hígado y bazo, así 

como la presencia de circulación colateral portosistémica y de vasculopatía 

venosa mesentérica. De esta manera, durante el sacrifico, y de forma seriada, se 

valoraban los siguientes aspectos: 

 

2.K.1 CUANTIFICACIÓN DEL LÍQUIDO ASCÍTICO 

      Tras realizar la laparotomía, se valoraba si había líquido ascítico, y en el 

caso en el que éste estuviera presente, se procedía a su cuantificación.  

 

2.K.2.  CIRCULACIÓN COLATERAL PORTOSISTÉMICA 

        A continuación, se valoró la presencia de venas colaterales en 

aquellas áreas donde se desarrolla habitualmente circulación colateral 

venosa porto-sistémica, es decir, en las áreas esplenorenal  (ER), 

gastroesofágica (colaterales paraesofágicas) (PE), y  pararrectal (PR). 

 

2.K.3. VASCULOPATÍA VENOSA MESENTÉRICA 
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        Se denomina vasculopatía venosa mesentérica a la dilatación y 

tortuosidad de las ramas de la vena mesentérica superior. Se consideran 

tres grados de vasculopatía venosa mesentérica (Aller et al. 2001): 

 Grado 0: aspecto macroscópico normal de las ramas de la vena 

mesentérica superior. 

 Grado I: dilatación y tortuosidad de las ramas mesentéricas, 

secundarias al clampaje de la vena mesentérica superior. 

 Grado II: dilatación y tortuosidad espontáneas de las ramas de la 

vena mesentérica superior. 

 

        Para su estudio, se extrajeron parcialmente las asas intestinales, 

situando el árbol mesentérico por su región ileocecal, donde se visualizaron 

con facilidad las ramas de la vena mesentérica superior (Figura 18). Esto 

es, las ramas de primer y segundo orden  o proximales, por su vecindad 

con la vena mesentérica superior, y las de tercer y cuarto orden o distales, 

por su vecindad con el intestino (íleon y ciego) (Castañeda et al., 2000).  

 

               

Figura 18. Vascularización venosa mesentérica en la que se observa la vena 
mesentérica superior (flecha) y sus ramas venosas de primer  (1), segundo (2),  
tercer (3) y cuarto (4) orden. 

 

 

2.K.4. EXTRACCIÓN SANGUÍNEA, PERFUSIÓN INTRACARDÍACA Y 

NECROPSIA 

        Tras realizar un estudio macroscópico de la cavidad abdominal y 

valorar los signos macroscópicos sugerentes de hipertensión portal, como 

son el desarrollo de vasculopatía venosa mesentérica y de circulación 

venosa colateral, se procedió a la extracción de sangre de la vena cava 

inferior infrahepática, obteniéndose entre 5 y 8 ml de sangre en cada animal 
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(Figura 19). Esta maniobra deja al animal exangüe, falleciendo por shock 

hipovolémico. Para la extracción de sangre se utilizaron jeringuillas 

heparinizadas con heparina al 1% (Rovi®). Posteriormente, la sangre se 

conservó refrigerada en hielo (4ºC), y se centrifugó a 3500 rpm durante 15 

minutos para obtener el plasma sanguíneo. Tras separar el plasma, se 

dividió  en tres alícuotas, que se congelaron a -80 ºC hasta su utilización 

para determinar diferentes marcadores bioquímicos. 

 

              

                       Figura 19: Extracción sanguínea de la vena cava inferior infrahepática 

 

        Antes de finalizar la extracción sanguínea y en tanto se mantiene el 

latido cardíaco, se procede a la realización de una toracotomía bilateral a 

nivel de la línea media clavicular, lo que permite la apertura de la cavidad 

torácica y el acceso al mediastino. Posteriormente se inserta un catéter en 

el ventrículo izquierdo y se inicia la perfusión con SF 0.9% a través de este 

catéter, con la ayuda de una máquina de perfusión. Inmediatamente 

después de la inserción del catéter, se realiza la sección de la aurícula 

derecha del corazón de la rata lo que permite la exanguinación del animal 

(Figura 20). Este proceso de perfusión-lavado de los tejidos con suero 

fisiológico dura unos 15 minutos, tras los cuáles se inicia la perfusión de 

formaldehido al 2%, durante unos 30 minutos aproximadamente. 
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Figura 20: Se puede apreciar el catéter de perfusión de formaldehído (CPF) 
insertado en el ventrículo izquierdo (VI) y con el extremo distal en la luz del cayado 
aórtico (CA), fijado con una pinza de Kocher (PK) 

   

2.K.5.  Recogida de muestras histológicas 

         Una vez fijados los tejidos con formol, se procede a la extracción del 

bazo, del hígado y de los testículos, registrándose su peso. Los lóbulos 

hepáticos se pesaron por separado, u posteriormente  se transfirieron a un 

tubo que contenía Formol al 10% para su posterior estudio histopatológico. 

 

2.K.6.  Eliminación de los restos biológicos  

        Una vez tomadas las muestras los restos de los animales y los tejidos 

desechados de las vísceras fueron depositadas en bolsas plásticas e 

introducidas en contenedores especiales. La gestión de los restos 

biológicos (recogida, transporte y tratamiento de los mismos) se realizó a 

través de la empresa CONSENUR, S. A. C/Rio Ebro, s/n. Polígono 

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 producción y gestión de los residuos biosanitarios y 

citotóxicos en la Comunidad de Madrid. 

 

2.L.  DETERMINACIONES SÉRICAS DE FUNCIÓN HEPÁTICA  

        Para la valoración de la reversibilidad de las alteraciones producidas por la 

colestasis precoz y tardía con células madre prediferenciadas a hepatocitos y sin 

diferenciar, respectivamente, se han estudiado parámetros bioquímicos séricos 

de insuficiencia hepática   y de colestasis (AST, ALT, LDH, GGT, Bb total y 

directa, ácidos biliares, FA, proteínas totales y albúmina). 

CPF 

VI 
CA 

PK 
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2.L.1  Bilirrubina total y directa  

       La bilirrubina total se determina mediante el uso de un reactivo 

compuesto por ácido Sulfanílico, ácido Clorhídrico y Dimetil sulfóxido 

(DMSO), que hace que se forme en determinadas condiciones 

azobilirrubina por una reacción de diazotación, y es color rojo cereza. La 

absorbancia de la muestra se valora por espectrofotometría a una longitud 

de onda de 555 nm (530-580) y a 20-25ºC (MartiNeck, 1966; Sorrinson et 

al., 1971; Royer et al.,1973). 

 

2.L.2.  Alanin-Aminotransferasa (ALT) Y Aspartato-   Aminotransferasa 

(AST)  

        La valoración de AST se fundamenta en la reacción por la que el α-

cetoglutarato y el aspartato sufren una reacción catalizada por la AST, 

transformándose en L-Glutamato y oxalacetato, cuya reacción con NADH e 

Hidrogeniones da lugar a malato y a NAD+, por acción de  la enzima Malato 

Deshidrogenasa. El método de valoración se basa en esta oxidación del 

NADH a NAD+, y se mide el valor medio de los incrementos de extinción 

por minuto mediante un test U.V. cinético (normativa IFCC) a una longitud 

de onda de 334 nm, 340 nm y 365 nm.  

         La técnica de determinación de la ALT sigue estos mismos principios, 

si bien en este caso los sustratos de la reacción catalizada por la ALT son 

el α-cetoglutarato y la L-Alanina, que se convierten en L-glutamato y 

piruvato. Aquí, es el piruvato el que se combina con NADH e hidrogeniones 

para dar -por una reacción catalizada por la enzima Lactato 

Deshidrogenasa- Lactato y NAD+ (Bergmeyer et al., 1976; Bergmeyer et al., 

1978; Bergmeyer et al., 1980). 

 

2.L.3.  Lactato Deshidrogenasa (LDH) 

         Para la cuantificación de los niveles séricos de LDH se utilizó   un 

método cinético espectrofotométrico de ultravioleta recomendado por el 

Comité Escandinavo de Enzimas (SCE).   LDH es una enzima que cataliza 

la reacción de reducción del piruvato a lactato en un medio con pH neutro 

produciéndose en la misma una oxidación de NADH. La concentración de 

NADH se monitoriza mediante la absorbancia en la longitud de onda de 

340nm. La disminución en la absorbancia por minuto (Δ A /min) es 
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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)  

 

2.L.4.  Fosfatasa Alcalina (FA) 

La fosfatasa alcalina se determina basándose en que hidroliza los 

ésteres del ácido fosfórico en medio alcalino, produciendo fosfato 

inorgánico y el correspondiente resto orgánico con el que se había 

esterificado. Para su valoración, se utiliza un test cinético optimizado con el 

que se mide el valor medio de los incrementos de extinción por minuto a 

una longitud de onda de 405 nm y a 25 ºC, 30ºC y 37ºC, siguiendo la 

metódica DGKC (Izquierdo et al., 1982; Tietz et al., 1983; Tietz, 1987). 

 

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

        Para la valoración sérica de las concentraciones del enzima GGT se 

utilizó un método cuantitativo fotocolorimétrico.   GGT cataliza la 

transferencia de un grupo γ-glutamil de un substracto donante (γ-glutamil-3-

carboxi-4-nitroanilida) a un receptor (glicilglicina), dando lugar γ-

glutamilglicilglicina y 5-amino-2-nitrobenzoato. El aumento de la 

concentración de éste último produce cambios en la absorbancia en una 

longitud de onda de 410 nm., siendo por tanto la misma directamente 

proporcional a la actividad enzimática de GGT. (Schuman et al., 2002; 

Panteghini M, 2006). 

 

2.L.6.  Ácidos Biliares   

 La concentración sérica de ácidos biliares se valoró utilizando un test 

cinético fotocolorimétrico enzimático.  En una primera reacción los ácidos 

biliares son oxidados por la enzima 3-α hidroxiesteroide dehidrogenasa, 

con la subsiguiente reducción del Thio-NAD a Thio-NADH.  La tasa de 

formación de éste último se determina midiendo los cambios en la 

absorbancia específica en 405 nm.  

 

2.L.7.  Proteínas Totales 

        Las proteínas totales se determinaron mediante el test colorimétrico 

“Biuret”, basado en que los grupos -CO-NH- unidos entre sí dan una 

reacción con formación de color violeta con las sales cúpricas en medio 



                                                                                                            Material y métodos 
 
 
 

 102 

alcalino, siendo la más representativa y simple la que da con el reactivo de 

Biuret. Se valora la absorbancia de la muestra por espectrofotometría a una 

longitud de onda de 540 nm. Es en la actualidad, constituye el método más 

exacto y simple para la determinación de las proteínas totales (Henry et 

al.1957; Peters 1968). 

 

2.L.8.   Albúmina  

        La albúmina se cuantificó mediante el test colorimétrico denominado 

“verde de bromocresol”, en el que se combina la muestra con esta tinción a 

determinado pH, produciéndose un cambio de color del indicador, que pasa 

de ser amarillo verdoso a verde azulado. La absorbancia de la muestra se 

valora por espectrofotometría a una longitud de onda de 630 nm a 

temperatura ambiente (Doumas et al., 1971; Webster et al., 1974). 

 

2. L.9. Creatinina 

        Los niveles séricos de Creatinina se cuantificaron utilizando un test 

químico cinético fotocolorimétrico. Por la reacción de Jaffé, la creatinina en 

un medio alcalino reacciona con el ácido pícrico formando un producto de 

color amarillo-naranja que es visible en el espectro de longitud de onda de 

520/800 nm. La velocidad de cambio en la absorbancia es proporcional a la 

concentración de creatinina en la muestra. (Folin, 1904; Cook, 1971; 

Larsen, 1972; Lamb et al., 2006).  

 

 

2.M. ESTUDIO MICROSCÓPICO E HISTOPATOLÓGICO  

        Para su estudio histopatológico, se procesaron las muestras de hígado de 

rata mediante técnicas de rutina para microscopía óptica:  

 

2.M.1. Fijación  

        La fijación de los tejidos es imprescindible para que las estructuras 

tisulares y celulares se preserven intactas, evitando así que los procesos 

autolíticos postmortem las modifiquen. Para ello los tejidos se introdujeron 

inmediatamente después de su extracción en formol tamponado al 10%, 

que tiene una penetración relativamente rápida en los mismos. El tiempo de 

fijación para este reactivo es de 24 horas.  

 



                                                                                                            Material y métodos 
 
 
 

 103 

2.M.2. Inclusión  

       Tras el tallado macroscópico de los órganos, las piezas seleccionadas 

se incluyeron en parafina mediante un sistema automático, con temperatura 

y vacío controlado por ordenador (Histomatic 166 MP, Fisher). Para ello, las 

muestras formolizadas se pasan por 3 cubetas que contienen 

concentraciones crecientes de alcohol etílico: primero al 70%, después al 

96% y por último alcohol absoluto (100%). A continuación, se realiza el 

aclarado, que es un paso necesario para que se pueda incluir el tejido en 

parafina. El agente utilizado fue el xilol, debido a su rápida acción. De esta 

forma, se sustituye el alcohol etílico por xileno (sustancia miscible con la 

parafina), para que la parafina se pueda disolver y penetrar en el tejido, 

formándose así los bloques. Después, se procedió a la elaboración de los 

bloques de parafina sólidos con la pieza de tejido en su interior. Para ello, 

se impregna el material en parafina blanda a 46ºC durante 1 hora, tiempo 

tras el cual se realiza un segundo baño en parafina dura a 58ºC durante 1 

hora. Por último, ya en la estación de inclusión, se coloca la muestra en un 

paramol, se vierte la parafina dura fundida en su interior, y se enfría en 

hielo. 

 

2.M.3.  Procesado de los cortes  

        Tras la inclusión, se procedió a realizar el corte de las piezas con un 

microtomo de parafina tipo Minot (Microm), obteniéndose secciones de 4 

μm de grosor. A continuación, las secciones pegadas en un portaobjetos e 

identificadas se sometieron a un proceso de desparafinado. Para esto, las 

preparaciones se dejan a 60ºC durante 20 minutos, y después se someten 

a tres baños de 3 a 5 minutos en xilol. Tras esto,  las muestras histológicas 

se han de hidratar para lo cuál se incluyen nuevamente en soluciones 

decrecientes de alcohol de 96º, 80º y 70º  y por último en agua como paso 

previo a realizar las tinciones. 

 

2.M.4 Estudio con microscopía de fluorescencia  

       El microscopio de fluorescencia es un microscopio en el que los 

objetos son excitados por rayos de una determinada longitud de onda cuyo 

resultado es la emisión de rayos de otra determinada longitud de onda. Se 

observan las preparaciones hepáticas al microscopio de fluorescencia para 

comprobar la persistencia  de células fluorescentes (previamente marcadas 

http://es.wikipedia.org/wiki/Longitud_de_onda
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con CmDiI)  que identificamos como células madre de origen adipocítico, 

Estas células, de procedencia humana, fueron las únicas marcadas con el 

agente fluorescente antes de su inoculación en el hígado colestásico de la 

rata, con lo cual se identifican por diferenciarse claramente de los 

hepatocitos de la rata no fluorescentes. 

 

2.M.5. Tinciones histológicas  

2.M.5. a)  Hematoxilina & Eosina:  

Las secciones realizadas se han de hidratar para que la 

hematoxilina - eosina puedan actuar, utilizando alcohol en 

concentraciones decrecientes (de la forma expuesta anteriormente) y 

finalmente, agua destilada. Las muestras han de estar sumergidas en 

cada baño entre 3 y 5 minutos. Finalmente, se llevó a cabo la tinción 

con Hematoxilina-Eosina para la posterior observación al microscopio 

óptico de las secciones hepáticas. La tinción con  Hematoxilina-

Eosina es una tinción general que nos proporciona una visión global 

de las estructuras tisulares. Los portaobjetos con las secciones 

desparafinadas se sumergieron en hematoxilina de Harris durante 10 

minutos, y después se lavaron en agua destilada durante otros 10 

minutos. A continuación se sumergieron en eosina unos segundos y 

se procedió a su deshidratación  en alcoholes y montaje. La 

deshidratación se lleva a cabo por alcoholes de gradación creciente. 

A continuación, se realiza un aclarado con xilol y, para finalizar, se 

procede a su montaje, colocando una gota del medio de montaje 

(DPX: bálsamo de Canadá, o un medio sintético) sobre el corte, 

apoyando y presionando sobre éste el cubreobjetos para eliminar las 

burbujas. Por último, se limpia el medio de montaje excedente y se 

deja secar. 

 

2.M.5. b) Tricrómico de Masson:  

         Primeramente, se tiñen las secciones con un tinte ácido tal 

como escarlata de Biebrich. Todos los elementos acidófilos del tejido 

tales como el citoplasma celular, el músculo y el colágeno se unirán a 

los tintes ácidos. Las secciones entonces se tratan con ácido 

fosfotúngstico y/o fosfomolíbdico. Ya que el citoplasma es mucho 

menos permeable que el colágeno, los ácidos fosfotúngsticos y 

http://es.wikipedia.org/wiki/Tinte
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Escarlata_de_Biebrich&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Tejido_(biolog%C3%ADa)
http://es.wikipedia.org/wiki/Citoplasma
http://es.wikipedia.org/wiki/M%C3%BAsculo
http://es.wikipedia.org/wiki/Col%C3%A1geno
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_fosfot%C3%BAngstico
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_fosfot%C3%BAngstico
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=%C3%81cido_fosfomol%C3%ADbdico&action=edit&redlink=1
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fosfomolíbdicos permiten que la escarlata de Biebrich difunda del 

colágeno pero no del citoplasma.  

Procedimiento: Se realizan los siguientes pasos sobre la preparación 

histológica:  

 Desparafinar e hidratar  

 Hematoxilina de Weigert, 12 minutos 

 Agua corriente: 10 -15 minutos (lavar bien hasta eliminar el 

color del agua) 

 Tinción con Ponceau - fucsina ácida – arfloxina, 20 minutos:  

Solución de Mason: 10 ml + 2 ml de solución de arfloxina + 88 ml 

de ácido acético al 0.2%. 

 1 parte de solución A: 1 g de fucsina ácida en 100 ml 

de agua: hervir, añadir 1 ml de ácido acético puro y 

filtrar. 

 2 partes de solución B: 1 g de Ponceau de xilidina en 

100 ml de agua, hervir, añadir 1 ml de ácido acético 

puro y filtrar. 

Solución de azofloxina: 0.5 g de arfloxina + 100 ml de agua + 0.2 

ml de ácido acético puro 

 Agua acidulada (ácido acético 1%): Tirar y seguir lavando en 

grifo 

 Ácido fosfomolíbdico – naranja G hasta decoloración del tejido: 

4 minutos: 3 g de ácido fosfomolíbdico + 2 g de naranja Gen 

100 ml de agua 

 Agua acidulada 

 Verde luz 45 minutos (tapado): 0.1 g de verde luz SF + 0.2 ml 

de ácido acético puro + 100 ml de agua 

 Agua acidulada, muy rápido, para que no se vaya el verde luz 

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

http://es.wikipedia.org/wiki/Parafina
http://es.wikipedia.org/wiki/Hidrataci%C3%B3n
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A  continuación, se toman fotos de las muestras hepáticas 

teñidas con  tricrómico para hallar la cantidad de área ocupada por 

hepatocitos y la cantidad de área ocupada por proliferación biliar. 

 

2.M.5 c)  Rojo picrosirio: 

        La tinción con rojo sirio se caracteriza por su alta afinidad a las 

proteínas del colágeno, tiñe el colágeno en rojo y contratiñe en verde 

el resto de las proteínas.  

Procedimiento: 

 Desparafinar e hidratar 

 Picrosirio: 1 hora a temperatura ambiente 

 Lavar en agua acidulada 10 minutos 

 Contrastar con Hematoxilina de Harris (opcional) 

 Deshidratar en alcoholes crecientes 

 Montar con D.P.X. (bálsamo de Canadá) 

 Soluciones 

 Picrosirio:   -  Rojo sirio, 0.2 gramos (sirian red) 

                         -  Ácido Pícrico a saturación: 100 ml 

 Agua acidulada: Con ClH 0.1 N 

        

A continuación, se realizan fotos de campo claro del Rojo 

Picrosirio para cuantificar el área de fibrosis, así como fotos con luz 

polarizada para ver qué tipo de colágeno (maduro o no maduro) hay 

en los cortes del parénquima hepático. Las fotos se convierten a 

sistema binario (blanco y negro) y se analizan mediante un programa 

de análisis de imagen  IMAGEJ. 

Así, mediante el programa computacional analizador de 

imágenes IMAGEJ, se llevó a cabo la cuantificación del tejido fibroso 

y del depósito de fibras colágenas en las tinciones con rojo picrosirio, 

y de las áreas de hepatocitos y de proliferación biliar en las tinciónes 

con tricrómico de Masson. De las fotografías digitales realizadas, se 

midió el área total en pixeles, de la cual se restaba el área de luz 

ocupada por vasos, y se cuantificaron las áreas de fibrosis, 

hepatocitos y proliferación biliar. Una vez medidas las áreas,  se 

calculó el porcentaje de los distintos aspectos histológicos objeto de 

estudio. El cálculo se realizó en fotos  con 400x de magnificación. 
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2.M.6 Evaluación histopatológica por microscopía óptica 

        Los cortes hepáticos realizados  fueron sometidos a las tres tinciones 

diferentes indicadas anteriormente y observados a doble ciego por 

microscopía óptica, con el fin de evaluar distintos aspectos histológicos.  

Para intentar determinar de una manera objetiva si existen diferencias 

histológicas entre los diferentes grupos de estudio, se estableció un baremo 

por el cual se asignaba una puntuación a distintas variables de cada 

muestra histológica en función de la magnitud de los cambios observados. 

Las variables estudiadas son: 

 Colestasis 

 Nódulos de regeneración 

 Proliferación ductular 

 Binucleación 

 Infiltrado inflamatorio 

 Necrosis 

 Trombosis 

 Fibrosis 

 Peliosis 

 Dilatación venular centrolobulillar 

 Estructura 

 Función  

 Congestión 

 

Así, se puntuaba cada uno de los aspectos histológicos 

enumerados anteriormente con 0, 1, 2, o 3 puntos. Finalmente se 

sumaban todos los puntos y se clasificaba a cada preparación 

histológica correspondiente a cada individuo en unos de los siguientes 

grupos en función de la puntuación final obtenida:  

 Diagnóstico histopatológico bueno: < 5 puntos                                       

 Diagnóstico histopatológico intermedio-bueno: 5-12 

puntos               

 Diagnóstico histopatológico intermedio-malo: 13-20 

puntos                

 Diagnóstico histopatológico malo: > 20 puntos                                          
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Para realizar las tinciones con rojo sirio y tricrómico de Masson se 

eligieron los 2 casos de ratas con células madre prediferenciadas a 

hepatocitos inyectadas a las 2 semanas de p.o. y sacrificadas a 8 que 

ofrecieron mejores resultados bioquímicos y macroscópicos en la 

necropsia, y aquellos 2 casos de ratas a las que se inyectó suero salino a 

las 2 semanas de p.o. que peores resultados ofrecieron. Se realizó tinción 

Tricrómico de Mason y Rojo Picrosirio en los lóbulos LM y LC de cada 

caso, de tal forma que realizaríamos una comparación histológica entre el 

lóbulo medio, que es uno en los que se había inyectado células madre, con 

el lóbulo caudado, el único en el cuál no se habían inyectado células 

madre. 

 

2.N. ANÁLISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS  

         Para el análisis estadístico de los resultados se utilizó la aplicación 

informática SPSS versión: 19.0 para Windows® (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).  

En primer lugar, se realizó un estudio descriptivo de los resultados obtenidos, 

expresándolos mediante una medida de centralización (media aritmética) y una 

medida de dispersión (desviación estándar) (x ± DE).  

   Para realizar el análisis de supervivencia, las diferencias entre grupos se 

expresan en función del riesgo relativo de supervivencia (RR), empleando un 

intervalo de confianza del 95%. El RR se considera significativo cuando el 

intervalo de confianza no incluye el valor 1. Los resultados de supervivencia se 

expresan gráficamente mediante curvas de Kaplan Meier. 

         La comparación entre variables cualitativas y cuantitativas se ha realizado 

mediante la función Chi Cuadrado, estableciendo la significación estadística en 

función de los residuos corregidos, considerándose un resultado significativo 

cuando dicho residuo no está incluido en el intervalo   (-2,+2). 

         Para comparar las variables cuantitativas se  utilizó la prueba de Análisis de 

la varianza (ANOVA) con un factor (grupo) y ANOVA con 2 factores (grupo y 

semanas del estudio). En éste último caso, cuando existía un contraste 

estadísticamente significativo se empleó el test de Duncan para contrastes a 

posteriori. Previamente, se había comprobado que las variables estudiadas se 

ajustaban a una distribución Normal mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. 

Los resultados se consideran estadísticamente significativos cuando p< 0,05. 

         Respecto de los estudios histopatológicos,  para comparar el efecto del 

lóbulo en el que se inyectan células y de las células en los grupos con distinta 
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evolución p.o. sobre las variables cuantitativas (porcentaje del área de 

proliferación biliar, hepatocitos y fibrosis), se utilizó un modelo de regresión de 

efectos mixtos para controlar la correlación de las medidas dentro de los mismos 

individuos. Se consideraron como efectos fijos lóbulo, grupo y semanas de 

evolución p.o. así como sus posibles efectos de interacción. Se usó la correlación 

de Bonferroni para analizar las correspondientes comparaciones “post-hoc”. Los 

resultados se consideran estadísticamente significativos cuando p<0.05. 
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V. RESULTADOS   

1. RESULTADOS DE LOS GRUPOS PRELIMINARES  

1.A. Supervivencia: 

La supervivencia global fue del 41,7%, produciéndose el fallecimiento de 14 

de los 24 animales que formaban el grupo piloto inicial, sin que se aprecien 

diferencias estadísticamente significativas (p=0,26). La supervivencia por grupos 

se expone en la tabla 2 y en la figura 21 mediante una curva de Kaplan Meier.  

Tabla 2: Supervivencia de las ratas de los grupos preliminares con evolución p.o. de 8 
semanas. SO: pseudo-operadas. CM-S: colestasis microquirúrgica e inyección 
intrahepática de solución salina isotónica (0.9%)   CM-H-1: colestasis microquirúrgica e 
inyección de células madre mesenquimales adipocíticas prediferenciadas a hepatocitos 
a las 24 h p.o. CM-A-1: colestasis microquirúrgica e inyección de células madre 
mesenquimales  adipocíticas no diferenciadas a las 24h p.o.  CM-H-14: colestasis 
microquirúrgica e inyección de células madre mesenquimales adipocíticas 
prediferenciadas a hepatocito a las 2 semanas del p.o. CM-A-14: colestasis 
microquirurgica e inyección  de células madre mesenquimales  adipocíticas no 
diferenciadas a las 2 semanas  p.o.     

GRUPO SUPERVIVENCIA 

I. SO 
(n=4) 

n=4 
(100%) 

II. CM-S 
(n=4) 

n=1 
(25%) 

III. CM-H-1 
(n=3) 

n=1 
(33,3%) 

IV. CM-A-1 
(n=5) 

n=2 
(40%) 

V. CM-H-14 
(n=4) 

n=0 
(0%) 

VI. CM-A-14 
(n=4) 

n=2 
(50%) 
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Figura 21: Curva de supervivencia de Kaplan Maier: correspondiente a los grupos 
preliminares. El grupo I presenta la mayor supervivencia, con un 100%, mientras que en 
el grupo V fallecen todos sus integrantes. El resto de supervivencias son: grupo II (25%), 
grupo III (33,3%), grupo IV (40%) y grupo VI (50%),  Las diferencias de supervivencia 
entre los grupos no son significativas (p=0,26).   

1.B. Complicaciones postoperatorias 

Las ratas correspondientes a los grupos preliminares de 8 semanas de 

evolución postoperatoria presentaron las siguientes complicaciones: 

1. Peritonitis biliar y fallecimiento secundario en 3 casos  

2. Sepsis originada por infección de la  cicatriz de laparotomía en 1 caso  

3. Eventración de la  laparotomía en 3 casos  

1.C  Ascitis         

La media del volumen de líquido ascítico encontrada en las ratas 

colestásicas fue de 2,78±5,16 ml sin que se apreciaran diferencias significativas 

entre los distintos grupos (tabla 3).  

Tabla 3: Volumen de líquido ascítico (L.A.) en los grupos preliminares con evolución 
p.o. de 8 semanas. SO: pseudo-operadas. CM-S: colestasis microquirúrgica e 
inyección de solución salina isotónica (0.9%).  CM-H-1: colestasis microquirúrgica e 
inyección de células madre mesenquimales adipocíticas prediferenciadas a hepatocitos 
a las 24 h p.o. CM-A-1: colestasis microquirúrgica e inyección de células madre 
mesenquimales adipocíticas no diferenciadas a las 24h p.o.  CM-A-14: colestasis 
microquirurgica e inyección de células madre mesenquimales  adipocíticas no 
diferenciadas a las 2 semanas  p.o.    
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GRUPO VOLUMEN  

L.A. (cc) 

SO 
(n=4) 

0 

CM-S 
(n=1) 

3 

CM-H-1 
(n=1) 

0 

CM-A-1 
(n=2) 

7,5 
± 

10,6 

CM-A-14 
(n=2) 

3,5 
± 

4,95 

 

                                              Media ± DE  

1.D  Circulación colateral porto-sistémica  

Todas las ratas colestásicas que integran los grupos prelimares presentan 

circulación colateral, sin que se aprecien diferencias significativas (tabla 4).  

Tabla 4: Circulación colateral porto-sistémica en los grupos preliminares con evolución 
p.o. de 8 semanas: CPE (circulación paraesofágica), CER (circulación esplenorrenal), 
CPR (circulación pararrectal); SO: pseudo-operadas. CM-S: colestasis microquirúrgica 
e inyección de solución salina isotónica (0.9%). CM-H-1: colestasis microquirúrgica e 
inyección de células madre mesenquimales adipocíticas prediferenciadas a hepatocitos 
a las 24 h p.o. CM-A-1: colestasis microquirúrgica e inyección de células madre 
mesenquimales adipocíticas no diferenciadas a las 24h p.o. CM-A-14: colestasis 
microquirurgica e inyección de células madre mesenquimales  adipocíticas no 
diferenciadas a las 2 semanas  p.o.  

CPE CER CPR 
GRUPO 

n % n % n % 

SO 
(n=4) 

0 0% 0 0% 0    0% 

CM-S 
(n=1) 

1 100% 1 100% 1 100% 

CM-H-1 
(n=1) 

1 100% 0 0% 1 100% 

CM-A-1 
(n=2) 

2 100% 2 100% 2 100% 

CM-A-14 
(n=2) 

2 100% 2 100% 1 50% 
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1.E: Vasculopatía venosa mesentérica 

Todas las ratas pertenecientes a los grupos prelimares, excepto el grupo 

SO (pseudo operadas), presentan vasculopatía venosa mesentérica, sin que se 

aprecien diferencias significativas (tabla 5). 

Tabla 5: VVM (vasculopatía venosa mesentérica) en ratas de los grupos preliminares con 
8 semanas evolución po: SO: pseudo-operadas. CM-S: colestasis microquirúrgica e 
inyección de solución salina isotónica (0.9%). CM-H-1: colestasis microquirúrgica e 
inyección de células madre mesenquimales adipocíticas prediferenciadas a hepatocitos a 
las 24 h p.o. CM-A-1: colestasis microquirúrgica e inyección de células madre 
mesenquimales adipocíticas no diferenciadas a las 24h p.o. CM-A-14: colestasis 
microquirurgica e inyección de células madre mesenquimales adipocíticas no 
diferenciadas a las 2 semanas  p.o.    

VVM 
GRUPO 

n % 

SO 
(n=4) 

0 0% 

CM-S 
(n=1) 

1 100% 

CM-H-1 
(n=1) 

1 100% 

CM-A-1 
(n=2) 

2 100% 

CM-A-14 
(n=2) 

2 100% 

  

1.F.  Evolución del peso corporal         

Los resultados correspondientes al peso corporal de los animales, tanto al 

inicio como al final del estudio, así como el incremento de peso corporal, se 

representan en la tabla 6  El incremento del peso corporal es mayor en los 

grupos SO y CM-S (tabla 6).  

Tabla 6: Peso corporal inicial (PCI;g), peso corporal final (PCF;g), e incremento de peso 
corporal (

 

peso; g) en ratas de los grupos preliminares con evolución po de 8 semanas:  
SO:  pseudo-operadas. CM-S: colestasis microquirúrgica e inyección de solución salina 
isotónica (0.9%)   CM-A-1: colestasis microquirúrgica e inyección de células madre 
mesenquimales adipocíticas no diferenciadas a las 24h p.o.  CM-H-1: colestasis 
microquirúrgica e inyección de células madre mesenquimales adipocíticas 
prediferenciadas a hepatocitos a las 24 h p.o. CM-A-14: colestasis microquirurgica e 
inyección de células madre mesenquimales adipocíticas no diferenciadas a las 2 
semanas  p.o.  CM-H-14: con colestasis microquirúrgica e inyección de células madre 
mesenquimales adipocíticas prediferenciadas a hepatocito a las 2 semanas  p.o.  
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GRUPO PCI 

(g) 
PCF 
(g) 

PC 
(g) 

SO 
(n=4) 

292,12 
± 

33,29 

369,83 
± 

18,72 

57,35 
± 

51,64 

CM-S 
(n=1) 

267,25 
± 

173,50   
274,00  

   

16,00  

 

CM-H-1 
(n=1)  

295,16 
± 

1,75 

  

285,00   10,00  

CM-A-1 
(n=2) 

276,30 
± 

57,05 

271,75 
± 

11,66 

7,25 
± 

1,76 

CM-H-14 
(n=0)  

295,87 
± 

39,29 

 

- - 

CM-A-14 
(n=2) 

310,62 
± 

42,35 

276,75 
± 

7,42 

2,50 
± 

2,12 

 

                                           Media ± DE   

1.G   Peso hepático 

       El peso hepático (PH),  los pesos de los lóbulos hepáticos, y la relación peso 

hepático/peso corporal (PH/PC) se expresan en la tabla  6. El PH y la relación 

PH/PC son menores en el grupo de ratas pseudo operadas (SO) (tabla 7). 

          
Tabla 7: Peso hepático (PH), peso del lóbulo medio (PLM), del lóbulo lateral derecho 

(PLLD), del lóbulo lateral izquierdo (PLLI), del lóbulo caudado (PLC),  y  Relación peso 
hepático- peso corporal (PH/PC)  en los grupos preliminares de ratas con 8 semanas de 
evolución p.o. SO: pseudo-operadas. CM-S: colestasis microquirúrgica e inyección de 
solución salina isotónica (0.9%). CM-H-1: colestasis microquirúrgica e inyección de 
células madre mesenquimales adipocíticas prediferenciadas a hepatocitos a las 24 h p.o. 
CM-A-1: colestasis microquirúrgica e inyección de células madre mesenquimales 
adipocíticas no diferenciadas a las 24h p.o.  CM-A-14: colestasis microquirurgica e 
inyección a  de células madre mesenquimales  adipocíticas no diferenciadas a las 2 
semanas  p.o.       
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GRUPO 

PLM 
(g) 

PLLD 
(g) 

PLLI 
(g) 

PLC 
(g) 

PH 
(g) 

PH/P
C 

x100 

SO 
(n=4) 

4,42 
± 

0,34 

   2,52 
± 

0,12 

3,78 
± 

0,33 

0,96 
± 

0,26 

11,69 
± 

0,99 

3,15 
± 

0,11 

CM-S 
(n=1) 3,87  3,52  3,7 1,22 12,31 4,49 

CM-H-1 
(n=1) 6,04 3,54 5,81 0,32 15,71 5,51 

CM-A-1 
(n=2) 

6,13 
± 

0,6 

5,55 
± 

0,84 

6,79 
± 

0,06 

2,09 
± 

0,04 

20,57 
± 

0,34 

7,57 
± 

0,44 

CM-A-14 
(n=2) 

6,53 
± 

2,1 

4,02 
± 

1,86 

5,17 
± 

2,75 

2,17 
± 

1,29 

17,9 
± 

8,01 

6,5 
± 

3,06 

 

                 Media ±D  

1.H  Peso esplénico          

No se aprecian diferencias significativas en el peso esplénico entre los 

distintos grupos. Sin embargo, la relación peso esplénico/peso corporal es 

significativamente mayor (p= 0,04) en los grupos CM-A-1 (colestasis 

microquirúrgica e inyección intrahepática de células madre mesenquimales 

adipocíticas no diferenciadas a las 24h p.o.)  y CM-H-14 (con colestasis 

microquirúrgica e inyección de células madre mesenquimales adipocíticas 

prediferenciadas a hepatocito a las 2 semanas  p.o)  respecto del grupo de 

animales  pseudooperados (SO) (tabla 8).  

Tabla 8: Peso esplénico (PE; g), Relación peso esplénico / peso corporal x 100 (PE/PC; 
%) en los grupos preliminares con 8 semanas de evolución p.o. SO: pseudo-operadas. 
CM-S: colestasis microquirúrgica e inyección de solución salina isotónica (0.9%). CM-H-
1: colestasis microquirúrgica e inyección  de células madre mesenquimales adipocíticas 
prediferenciadas a hepatocitos a las 24 h p.o. CM-A-1: colestasis microquirúrgica e 
inyección de células madre mesenquimales adipocíticas no diferenciadas a las 24h p.o.  
CM-A-14: colestasis microquirurgica e inyección de células madre mesenquimales  
adipocíticas no diferenciadas a las 2 semanas  p.o.      
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GRUPO PE 

(g) 

 
PE/PC 

(%) 

 
SO 

(n=4) 

0,63 
± 

0,11 

0,16 
± 

0,02 

CM-S 
(n=1) 0,53 0,19 

CM-H-1 
(n=1) 1,04 0,36 

CM-A-1 
(n=2) 

0,98 
± 

0,41 

    
     0,48* 

± 
0.05 

  

CM-A-14 
(n=2) 

0,88 
± 

0,21 

0,31* 
± 

0,08 

  

       Media ± DE;  * p< 0,05: Valor estadísticamente significativo respecto de SO.   

1.I   Peso testicular 

        El peso testicular (PT) y la relación peso testicular/peso corporal (PT/PC) se 

exponen en la tabla 9. Tanto el PT como la relación PT/PC son significativamente 

menores (p<0,01) en los grupos CM-A-1 (colestasis microquirúrgica e inyección 

intrahepática de células madre mesenquimales adipocíticas no diferenciadas a 

las 24h p.o.  y CM-H-14 (con colestasis microquirúrgica e inyección de células 

madre mesenquimales adipocíticas prediferenciadas a hepatocito a las 2 

semanas  p.o)   respecto de las ratas del grupo de pseudooperadas (SO) (tabla 

9).  

Tabla 9: Peso testicular (PT;g) y Relación peso testicular / peso corporal x 100 (PT/PC; 
%) en los grupos preliminares con 8 semanas de evolución p.o. SO: pseudo-operadas. 
CM-S: colestasis microquirúrgica e inyección de solución salina isotónica (0.9%). CM-H-
1: colestasis microquirúrgica e inyección  de células madre mesenquimales adipocíticas 
prediferenciadas a hepatocitos a las 24 h p.o. CM-A-1: colestasis microquirúrgica e 
inyección de células madre mesenquimales adipocíticas no diferenciadas a las 24h p.o.  
CM-A-14: colestasis microquirurgica e inyección de células madre mesenquimales  
adipocíticas no diferenciadas a las 2 semanas  p.o.     
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GRUPO PT 

 
PT/PC 

(%) 

 
SO 

(n=4) 

2,88 
± 

0,21 

0,77 
± 

0,03 

CM-S 
(n=1) 1,77 0,64 

CM-H-1 
(n=1) 0,56 0,20 

CM-A-1 
(n=2) 

 0,61** 
± 

0,19 

  0,28** 
± 

0,06 

CM-A-14 
(n=2) 

    0,91** 
± 

0,07 

   0,32** 
± 

0,02 

 

                Media ± DE; **: p<0,01: Valor estadísticamente significativo respecto de SO   

1.J   Determinaciones séricas de función hepática         

Hay un aumento significativo (p<0,001) de los valores de Bilirrubina total 

(BT) y bilirrubina directa (BD) en los grupos CM-A-1 (colestasis microquirúrgica e 

inyección intrahepática de células madre mesenquimales aipocíticas no 

diferenciadas a las 24h p.o.) y CM-A-14 (colestasis microquirurgica e inyección 

intrahepática  de células madre mesenquimales de origen adipocítico no 

diferenciadas a las 2 semanas  p.o) respecto del grupo de ratas pseudo-

operadas (SO) (tabla 10).  

Tabla 10: Concentraciones séricas de Bilirrubina Total (BT; mg/dl) y Bilirrubina Directa 
(BD; mg/dl), Aspartato amino-transferasa (AST; U/L) y Alanin amino-transferasa 
(ALT;(U/L) en los grupos preliminares de 8 semanas de evolución po: SO: pseudo-
operadas. CM-S: colestasis microquirúrgica e inyección de solución salina isotónica 
(0.9%). CM-H-1: colestasis microquirúrgica e inyección de células madre mesenquimales 
adipocíticas prediferenciadas a hepatocitos a las 24 h p.o. CM-A-1: colestasis 
microquirúrgica e inyección de células madre mesenquimales adipocíticas no 
diferenciadas a las 24h p.o.  CM-H-14: con colestasis microquirúrgica e inyección de 
células madre mesenquimales  adipocíticas prediferenciadas a hepatocitos a las 2 
semanas  p.o. CM-A-14: colestasis microquirurgica e inyección de células madre 
mesenquimales adipocíticas no diferenciadas a las 2 semanas  p.o.      
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GRUPO BT 

(mg/dl) 
BD 

(mg/dl) 
AST 
(U/L) 

ALT 
(U/L) 

SO 
(n=4) 

0,12 
± 

0,02 

0,03 
± 

0,01 

105,75 
± 

38,35 

45,75 
± 

12,52 

CM-S 
(n=1)  7,16  3,15  315,00  64,00 

CM-H-1 
(n=1) 11,12 5,95 158,00 43,00 

CM-A-1 
(n=2)  

  14,36*** 
± 

0,14  

7,76*** 
± 

0,20 

217,50 
± 

54,44 

44,50 
± 

3,53 

CM-H-14 
(n=1)  8,13  3,97 144,00 28,00 

CM-A-14 
(n=2) 

7,24*** 
        ± 
     2,25  

2,94*** 
± 

1,10 

524,00 
± 

432,74 

57,50 
± 

51,61 

 

            Media ± DE; ***p<0,001: Valor estadísticamente significativo respecto de SO   

Las concentraciones séricas de Lactato-dehidrogenasa (LDH) y de 

Gamma-glutamil-transpeptidasa ( -GT) no varían de forma significativa, en tanto 

que se produce  un aumento significativo (p<0,05) de los valores de ácidos  

biliares en los grupos CM-A-1 (colestasis microquirúrgica e inyección 

intrahepática de células madre mesenquimales adipocíticas no diferenciadas a 

las 24h p.o.) y CM-A-14 (colestasis microquirurgica e inyección intrahepática  de 

células madre mesenquimales de origen adipocítico no diferenciadas a las 2 

semanas  p.o) respecto del grupo de ratas pseudo-operadas (SO). Las ratas del 

grupo CM-A-14 (colestasis microquirurgica e inyección intrahepática  de células 

madre mesenquimales de origen adipocítico no diferenciadas a las 2 semanas  

p.o)   presentan un descenso significativo (p<0,01) de los niveles de albúmina 

respecto a las ratas de los grupos SO  (pseudo-operadas) y CM-A-1 (colestasis 

microquirúrgica e inyección intrahepática de células madre mesenquimales de 

origen adipocítico no diferenciadas a las 24h p.o)  (tabla 11).  

Tabla 11: Concentraciones séricas de Lactato-dehidrogenasa (LDH;U/L), Gamma-
glutamil transpeptidasa (GGT;(U/L), ácidos biliares (AB) y albúmina (Alb) en los grupos 
premliminares de 8 semanas de evolución po: SO:  pseudo-operadas. CM-S: colestasis 
microquirúrgica e inyección intrahepática de solución salina isotónica (0.9%). CM-H-1: 
colestasis microquirúrgica e inyección intrahepática de células madre mesenquimales de 
origen adipocítico prediferenciadas a hepatocitos a las 24 h p.o. CM-A-1: colestasis 
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microquirúrgica e inyección intrahepática de células madre mesenquimales de origen 
adipocítico no diferenciadas a las 24h p.o.  CM-H-14: con colestasis microquirúrgica e 
inyección intrahepática de células madre mesenquimales de origen adipocítico 
prediferenciadas a hepatocito a las 2 semanas  p.o. CM-A-14: colestasis microquirurgica 
e inyección intrahepática  de células madre mesenquimales de origen adipocítico no 
diferenciadas a las 2 semanas  p.o.    

GRUPO LDH 
(U/L) 

GGT 
(U/L) 

AB 
( mol/L)

 

Alb 
(g/dl) 

SO 
(n=4) 

1515,80 
± 

626,72 

1,00 
± 

0,00 

22,05 
± 

19,74 

   3,09 ¤¤

 

± 
0,25 

 

CM-S 
(n=1) 2140,80 16,00 73,88 1,89 

CM-H-1 
(n=1) 1300,30 22,00 38,23 2,53 

CM-A-1 
(n=2) 

1075,00 
± 

44,54 

118,50 
± 

111,01 

67,55* 
± 

17,48 

   2,47¤¤

 

± 
0,43 

CM-H-14 
(n=1) 1876,70 23,00 43,39 2,13 

CM-A-14 
(n=2) 

1961,90 
± 

1728,87 

28,00 
± 

15,55 

65,08* 
± 

6,75 

0,55 
± 

0,29 

 

Media ± DE; * p<0,05: Valor estadísticamente significativo respecto de SO 
Media ± DE; ¤¤ p<0,01: Valor estadísticamente significativo respecto de CM-A-14   

1.K   Estudio histopatológico hepático 

        En el estudio con inmuno fluorescencia se comprobó la presencia de células 

madre mesenquimales de origen adipocítico marcadas en los grupos en los que 

se había administrado células. Estas células estaban presentes en todos los 

lóbulos menos en el lóbulo caudado (Figura 21).   

          

a 
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Figura 21: Se puede apreciar por mediante observación con microscopio de 
inmunofluorescencia la presencia de células madre mesenquimales de origen adipocítico 
en aquellos grupos a los que se administraban células madre: a) CM-H-1: colestasis 
microquirúrgica e inyección de células madre mesenquimales de origen adipocítico 
prediferenciadas a hepatocitos a las 24 h p.o.  b) CM-A-1: colestasis microquirúrgica e 
inyección de células madre mesenquimales de origen adipocítico no diferenciadas a las 
24h p.o. c) CM-A-14: colestasis microquirurgica e inyección de células madre 
mesenquimales de origen adipocítico no diferenciadas a las 2 semanas  p.o.           

En el grupo de pseudo operadas se puede observar en el estudio de 

microscopía óptica y tinción con HE que el hígado mantiene una arquitectura 

normal, sin presentar proliferación biliar ni fibrosis (Figura 22). 

         

                                   

 

Figura 22: Imagen de microscopía óptica correspondiente a un hígado de rata pseudo-
operada (SO) (Hematoxilina Eosina).          

Todos los grupos estudiados, salvo en el grupo de pseudooperadas, 

presentaban en el microscopio óptico proliferación biliar, inflamación periportal, 

dilatación de la vena centrolobulillar, nódulos de regeneración, necrosis 

hepatocitaria, fibrosis, así como trombosis portal y suprahepática, sin que se 

apreciaran diferencias evidentes en ninguno de los grupos  (Figura 23).  

b c 
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Figura 23: Imagen de microscopía óptica con Hemotoxilina Eosina correspondiente a un 
hígado de rata correspondiente a los siguiente grupos: a) CM-S: colestasis 
microquirúrgica e inyección de solución salina isotónica (0.9%). b) CM-H-1: colestasis 
microquirúrgica e inyección de células madre mesenquimales de origen adipocítico 
prediferenciadas a hepatocitos a las 24 h p.o. c) CM-A-1: colestasis microquirúrgica e 
inyección de células madre mesenquimales de origen adipocítico no diferenciadas a las 
24h p.o. d) CM-A-14: colestasis microquirurgica e inyección de células madre 
mesenquimales de origen adipocítico no diferenciadas a las 2 semanas  p.o.    

2. RESULTADOS DE LOS GRUPOS DEFINITIVOS 

        De esta forma, tras analizar los resultados de este grupo preliminar de ratas, 

concluimos que las células madre mesenquimales de origen adipocítico más 

adecuadas para la reversión de la patología colestásica serían aquellas 

prediferenciadas a hepatocito, y que el periodo evolutivo de colestasis 

microquirúrgica en la rata en el cual las lesiones hepáticas ya están 

completamente establecidas es de 14 días. Además, se diseñó el estudio con la 

intención de analizar el posible efecto terapéutico de las células madre en  dos 

momentos evolutivos distintos: a las 5 y a las 8 semanas de evolución p.o. A 

continuación, se describen los resultados correspondientes a los grupos 

formados por ratas con colestasis microquirúrgica a las que se les administraron 

por vía intra-hepática solución salina isotónica (0.9%) o células madre pre-

diferenciadas a hepatocito a las 2 semanas de evolución, y que fueron 

sacrificadas a las 5 o  8 semanas del p.o. (Tabla 12).   

a b 

c d 
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Tabla 12: Relación de series y grupos de ratas correspondientes al diseño del 
estudio experimental. SO: pseudo-operadas. CM-S: colestasis microquirúrgica e 
inyección de solución salina isotónica (0.9%). CM-H-1: colestasis microquirúrgica e 
inyección de células madre mesenquimales de origen adipocítico prediferenciadas a 
hepatocitos a las 24 h p.o. CM-A-1: colestasis microquirúrgica e inyección de células 
madre mesenquimales de origen adipocítico no diferenciadas a las 24h p.o.  CM-H-14: 
colestasis microquirúrgica e inyección de células madre mesenquimales de origen 
adipocítico prediferenciadas a hepatocito a las 2 semanas  p.o. CM-A-14: colestasis 
microquirurgica e inyección  de células madre mesenquimales de origen adipocítico no 
diferenciadas a las 2 semanas  p.o. C-2s: Colestasis microquirúrgica  y sacrificio a las 2 
semanas p.o. CS-5s: Colestasis microquirúrgica  con administración de suero salino y 
sacrificio a las 5 semanas p.o. CCM-5s: Colestasis microquirúrgica con administración de 
células madre prediferenciadas a hepatocitos  y sacrificio a las 5 semanas p.o. CS-8s: 
Colestasis microquirúrgica con administración de suero salino y sacrificio a las 8 
semanas p.o. CCM-8s: Colestasis microquirúrgica con administración de células madre 
prediferenciadas a hepatocitos  y sacrificio a las 8 semanas  p.o. CMQ: Colestasis 
microquirúrgica.   SS: Suero salino. SC-a: células madre mesenquimales de origen 
adipocítico no diferenciadas. SC-h: células madre mesenquimales de origen adipocítico 
prediferenciadas a hepatocito.    

CIRUGÍA 24 horas 
po 

2 semanas 
po 

5 semanas 
po 

8 semanas 
po 

SO 
(n=4) 

SO - - - Sacrificio 
(n=4) 

SERIE I 
CM-S 
(n=4) 

CMQ SS SS - Sacrificio 
(n=1) 

CMA-1 
(n=5) 

CMQ SC-a - - Sacrificio 
(n=2) 

SERIE II 
CM-H-1 

(n=3) CMQ SC-h - - Sacrificio 
(n=1) 

CM-A-14 
(n=4) CMQ - SC-a - Sacrificio 

(n=2) 
SERIE III 

CM-H-14 
(n=4) CMQ - SC-h - Sacrificio 

(n=0) 

SERIE IV C 2s 
(n=8) 

CMQ - Sacrificio 
(n=8)   

CS-5s 
(n=12) 

CMQ - SS Sacrificio 
(n=11)  

SERIE V 
CCM-5s 
(n=15) CMQ - SC-h Sacrificio 

(n=11)  

CS-8s 
(n=16) CMQ - SS - Sacrificio 

(n=7) 
SERIE VI 

CCM-8s 
(n=30) CMQ - SC-h - Sacrificio 

(n=11) 

   

2.A  SUPERVIVENCIA    
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2.A.1 RESULTADOS DE LA SERIE IV: colestasis de 2 semanas de evolución         

La Serie IV está compuesta por  ratas colestásicas (n=8), que fueron 

sacrificadas  a las 2 semanas del  postoperatorio (C-2s), siendo  su 

supervivencia del 100%.  

2.A.2  RESULTADOS DE LA SERIE V: colestasis de 5 semanas de evolución 

La Serie V está compuesta por dos grupos de ratas con colestasis  que 

fueron sacrificadas a las 5 semanas del p.o.,  uno de ellos con administración 

intrahepática de  solución salina isotónica (CS-5s)   y otro de ratas a las que se  

les administraron células madre de origen adipocítico  (CCM-5s). Esta última 

Serie estaba formada inicialmente por 27 animales,  de los cuáles 22 

permanecían vivos en el momento del sacrificio (supervivencia de 81,4%).        

La supervivencia de los animales pertenecientes a esta serie en función del 

periodo p.o. fueron los siguientes: 

 

Supervivencia intraoperatoria: 88,9% (24/27) 

 

Supervivencia precoz (primera semana p.o.): 95,8% (23/24)  

 

Supervivencia tardía (después de la primera semana p.o.): 

95,7%(22/23). 

        A su vez, la supervivencia en función de que se administrara suero salino o 

células madre fue la siguiente: 

a. Supervivencia en el grupo de colestasis y administración 

intrahepática de suero salino (CS-5s):   

De los 12 animales en los que se inoculó suero, 11 

permanecían vivos a las 5 semanas de postoperatorio 

(supervivencia 91,7%). Los datos de supervivencia en función del 

periodo post operatorio son los siguientes (Tabla 13, Figura 24): 

 

Supervivencia intraoperatoria: 100% (12/12) 

 

Supervivencia precoz (primera semana p.o.): 100% 

(12/12) 

 

Supervivencia tardía (después de la primera semana 

p.o.): 91,7% (11/12)   

b.  Supervivencia en el grupo de colestasis y administración 

intrahepática de células madre adipocíticas prediferenciadas a 

hepatocitos (CCM-5s): 
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De los 15 animales en los que se inocularon células madre a 

las 2 semanas de la colestasis, 11 permanecían vivos a las 5 

semanas de post operatorio (supervivencia 73,3%)     

Los datos de supervivencia en función del periodo post 

operatorio son los siguientes (Tabla 13, figura 24): 

 

Supervivencia intraoperatoria: 80% (12/15) 

 

Supervivencia precoz (primera semana post operatoria): 

11/12 (91,7%) 

 

Supervivencia tardía (a partir de la primera semana post 

operatoria): 11/11 (100%)  

      Las conclusiones en relación a los resultados de supervivencia son las 

siguientes: 

 

Hay un descenso no significativo de la supervivencia intra- operatoria 

en el grupo CCM-5s respecto al grupo CS-5s (80% vs. 100%; RR 0,8, 

IC al 95% 0,62 -1,03) 

 

Hay un descenso no significativo de la supervivencia precoz en el 

grupo CCM-5s respecto al grupo CS-5s (91,7% vs. 100%; RR 0,91,  IC 

al 95% 0,77 -1,08) 

 

Hay un aumento no significativo de la supervivencia tardía en el grupo 

CCM-5s respecto al grupo CS-5s  (100% vs. 91,7%; RR 1,09,  IC al 

95% 0,92 - 1,29)  

Tabla 13: Supervivencia acumulada en diferentes periodos del post-operatorio en ratas de la 
Serie V: CS-5s: Colestasis microquirúrgica con administración  de suero salino y sacrificio a las 5 
semanas de p.o. CCM-5s: Colestasis microquirúrgica con administración de células madre 
adipocíticas prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 5 semanas de p.o.    

SUPERVIVENCIA CS-5s 
(n=12) 

CCM-5s 
(n=15) 

Intraoperatoria 100% (12/12) 80% (12/15) 

Precoz  
(1ª semana) 100% (12/12) 91,7% (11/12) 

Tardía  
(>1 semana) 91,7% (11/12) 11/11 (100%) 

Global 91,7% (11/12) 73,3% (11/15) 

   



                                                                                                                         Resultados     

125

 
2.A.3  RESULTADOS DE LA SERIE VI: colestasis de 8 semanas de 

evolución 

         La Serie VI está compuesta por  dos grupos de ratas con colestasis  que 

fueron sacrificadas en un periodo comprendido entre  las 8 y las 9 semanas del 

p.o.,  a uno de ellos se les administró por vía  intrahepática solución salina 

isotónica (CS-8s) y a otro de ratas se les administraron células madre de origen 

adipocítico  por vía intrahepática (CCM-8s) 2 semanas después de la operación.       

De los 43 animales que constituían este grupo, 18 permanecían vivos en el 

momento del sacrificio (supervivencia de 41,8%). Los resultados de 

supervivencia en función del periodo post operatorio fueron los siguientes: 

 

Supervivencia intraoperatoria: 83,7% (36/43) 

 

Supervivencia precoz (primera semana del p.o.):  86,1% (31/36) 

 

Supervivencia tardía (a partir de la primera semana del p.o. 

operatoria): 58,1% (18/31). 

         La supervivencia de estos animales, sacrificados  a las 8 semanas del p.o., 

dependiendo de si se administraba en el hígado solución salina o bien células 

madre mesenquimales de origen adipocítico y prediferenciadas a hepatocitos a 

las 2 semanas de colestasis fue la siguiente: 

a. Supervivencia en el grupo de colestasis y administración 

intrahepática de suero salino (CS-8s) 

      De los 15 animales en los que se inoculó suero a las 2 semanas 

de  colestasis, 7 permanecían vivos a las 8 semanas de 

postoperatorio (supervivencia 46,6%). Los datos de supervivencia 

en función del periodo post-operatorio son los siguientes (Tabla 14, 

Figura  24): 

 

Supervivencia intraoperatoria: 100% (15/15) 

 

Supervivencia precoz (primera semana p.o.): 13/15: 

86,7% 

 

Supervivencia tardía (a partir de la primera semana p.o.): 

7/13 (53,8%)  

b.  Supervivencia en el grupo de colestasis y administración 

intrahepática de células madre adipocíticas prediferenciadas a 

hepatocitos (CCM-8s)   

      De los 28 animales en los que se inocularon células madre 

prediferenciadas a hepatocitos a las 2 semanas de colestasis, 11 

permanecían vivos a las 8 semanas del p.o. (supervivencia 39,2%). 
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A su vez, los resultados de supervivencia en función del periodo p.o. 

son los siguientes (Tabla 11, Figura 24): 

 
Supervivencia intraoperatoria: 75% (21/28) 

 
Supervivencia precoz (primera semana p.o.):  85,7% 

(18/21)  

 

Supervivencia tardía (a partir de la primera semana p.o.): 

61,1% (11/18).   

Las conclusiones en relación a los resultados de supervivencia en estos 

grupos de animales son las siguientes: 

 

Hay un descenso significativo de la supervivencia intraoperatoria en el 

grupo CCM-8s respecto al grupo CS-8s (75% vs. 100%; RR 0,75,  IC al 

95% 0,60 - 0,92) 

 

Hay un descenso no significativo de la supervivencia precoz en el 

grupo CCM-8s respecto al grupo CS-8s (85,7% vs. 86,7%; RR 0,98,  IC 

al 95% 0,75 -1,28) 

 

Hay un aumento no significativo de la supervivencia tardía en el grupo 

CCM-8s respecto al grupo CS-8s  (61,1% vs. 53,8%; RR 1,19,  IC al 

95% 0,60 - 2,11)  

Tabla  14: Supervivencia acumulada en diferentes periodos del post-operatorio en las  
ratas de la Serie VI: CS-8s: Colestasis microquirúrgica con administración de suero 
salino y sacrificio a las 8 semanas de p.o. CCM-8s: Colestasis microquirúrgica con 
administración de células madre prediferenciadas a hepatocitos  y sacrificio a las 8 
semanas de p.o.   

SUPERVIVENCIA CS-8s 
(n=16) 

CCM-8s 
(n=28) 

Intraoperatoria        100% (15/15)        75% (21/28) 

Precoz 
(1ºsemana)        86,7% (13/15)       85,7% (18/21) 

Tardía 
(>1 semana)         53,8% (7/13)       61,1% (11/18) 

Global         46,6% (7/15)       39,2% (11/28) 
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Figura 24.:  Curva de supervivencia de Kaplan Meier: C-2s: Colestasis 
microquirúrgica  y sacrificio a las 2 semanas p.o. CS-5s: Colestasis microquirúrgica  con 
administración de suero salino y sacrificio a las 5 semanas p.o. CCM-5s: Colestasis 
microquirúrgica con administración de células madre prediferenciadas a hepatocito  y 
sacrificio a las 5 semanas p.o. CS-8s: Colestasis microquirúrgica con administración de 
suero salino y sacrificio a las 8 semanas p.o. CCM-8s: Colestasis microquirúrgica con 
administración de células madre prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 8 
semanas  p.o.     

2.B  COMPLICACIONES POST-OPERATORIAS 

        Las complicaciones más frecuentes que presentaron los animales durante el 

postoperatorio fueron las siguientes: 

 

Pared abdominal: Eventración e infección de la cicatriz de la 

laparotomía, con formación de lesiones ulcerosas en 2 casos del 

grupo CS-5s y en otros 2 casos del grupo de CCM-5s (figura 25). 

 

Complicaciones hemorrágicas: 

- Hemoperitoneo tras punción de parénquima hepático: 1 

caso en el grupo CCM-8s 

- Sangrado por la  laparotomía: 1 caso en el grupo CS-5s, 

debido a la lesión de los abundantes vasos colaterales 

neoformados, falleciendo el animal por shock 

hipovolémico, sin que fuera posible la extracción 

sanguínea de la vena cava inferior para la posterior 

realización de analítica. 

 

Morbilidad hepática: Se identificó la presencia de pequeños quistes 

biliares y abscesos hepáticos en 1 caso del grupo CS-5s y en 2 casos 

del grupo CCM-5s  
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Sistema digestivo: Se comprobó la presencia úlceras gástricas en 2 

casos del grupo C-2s (figura 25)    

Síndrome adherencial moderado En un caso del grupo CCM-5s  

                                  

 

Figura 25: Complicaciones post operatorias: a. Úlcera sobre la cicatriz de 
laparotomía secundaria a infección local. B. Ulceración de la mucosa gástrica 
en una rata del grupo C-2s (Colestasis microquirúrgica y sacrificio a las 2 
semanas p.o.)   

2.C. ASCÍTIS 

        La presencia de ascitis en los grupos C-2s (ratas con colestasis 

microquirúrgica y sacrificio a las 2 semanas), CS-5s y CCM-5s (ratas con 

colestasis microquirúrgica, con administración intrahepática de suero salino o de 

células madre a las 2 semanas de p.o., respectivamente, y sacrificio a las 5 

semanas) es prácticamente inapreciable. Por el contrario, en las ratas de los 

grupos con 8-9 semanas de evolución el desarrollo de ascitis fue constante, 

aunque muy variable entre los diferentes animales que constituyen cada grupo. 

Así, en las ratas pertenecientes al grupo  CS-8s (ratas con colestasis 

microquirúrgica, y administración intrahepática de suero salino a las 2 semanas 

de p.o. y sacrificio a las 8 semanas) se aprecia un incremento significativo 

(p<0,05) del volumen de líquido ascítico respecto al resto de los grupos, excepto 

en el grupo CCM-8s (ratas con colestasis microquirúrgica y administración 

intrahepática de células madre a las 2 semanas de p.o. y sacrificio a las 8 se 

manas) (tabla 15, ANEXO I, y figuras 26 y  27). 

a b 
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Figura 26: Volumen de líquido ascítico en los grupos de ratas con colestasis 
microquirúrgica de las series IV, V y VI: C-2s: Colestasis microquirúrgica  y sacrificio a las 
2 semanas p.o. CS-5s: Colestasis microquirúrgica  con administración de suero salino y 
sacrificio a las 5 semanas p.o. CCM-5s: Colestasis microquirúrgica con administración de 
células madre prediferenciadas a hepatocitos  y sacrificio a las 5 semanas p.o. CS-8s: 
Colestasis microquirúrgica con administración de suero salino y sacrificio a las 8 semanas 
p.o. CCM-8s: Colestasis microquirúrgica con administración de células madre 
prediferenciadas a hepatocitos  y sacrificio a las 8 semanas  p.o.    
Media ± DE; ¤ p<0,05: Resultado estadísticamente significativo respecto de CS-8s.   

Resulta llamativo que en las ratas colestásicas de más larga evolución, que 

es cuando la insuficiencia hepática se ha descompensado y comienza a aparecer 

ascitis desde la  5ª-6ª semana del p.o., el  volumen de líquido ascítico acumulado 

en la cavidad abdominal cuando se sacrifican las ratas, a las 8-9 semanas de 

evolución, es menor en aquellos animales colestásicos a los que se les 

administraron células madre respecto  de los que tan solo recibieron solución 

salina (Figuras 26 y 27).  

  

  ¤

 

Volumen 
líquido 
ascítico 
(ml) 
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Figura 27: Diferencia en el desarrollo de líquido ascítico en ratas con colestasis 
microquirúrgica y administración de células madre prediferenciadas a hepatocitos o suero 
salino, y sacrificio a las 5 y 8 semanas de p.o.   

2.D   CIRCULACION COLATERAL VENOSA PORTO-SISTÉMICA          

Se han estudiado aquellas áreas donde se desarrolla habitualmente 

circulación colateral venosa en la rata, es decir, en las áreas esplenorrenal 

(CER), gastroesofágica (colaterales paraesofágicas: CPE), y pararrectal (CPR). 

 

Área Esplenorrenal: Se forman la vena esplenorrenal craneal 

(anterior o proximal), y la esplenorrenal caudal (posterior o distal), 

que drenan a distinta altura en la vena suprarrenal izquierda 

(figura 28). 

 

Área Gastroesofágica: Las colaterales paraesofágicas son dos 

venas tortuosas y de grueso calibre que ascienden por la cara 

anterior y posterior del esófago: paraesofágica anterior y posterior. 

 

Área Colorrectal: Se localiza la vena mesentérica inferior, que se 

continúa con las venas hemorroidales en situación pararrectal 

izquierda (Figura 28).   

Figura 28: Representación de la circulación colateral porto-sistémica tras 
colestasis microquirúrgica en la rata. Ri: Riñón; A: Glándula adrenal; B: Bazo; P: 
Páncreas; ERs: Circulación espleno renal superior; ERi: Circulación espleno renal 
inferior; R: Recto; PR: Circulación para rectal;          

Las ratas del grupo C-2s, de dos semanas de evolución colestásica, son las 

que presentan menor circulación colateral. A las 5 semanas de la intervención, 

se produce un menor desarrollo de circulación colateral porto-sistémica en todas 

las áreas anatómicas exploradas (paraesofágica, esplenorrenal y pararectal) en 

Ri 
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el grupo CCM5-s respecto al grupo CS-5s, siendo significativa (p<0.05) esta 

diferencia en el caso de la circulación esplenorrenal. Sin embargo, no hay 

diferencias en cuanto al desarrollo de circulación colateral venosa en los grupos 

CS-8s y CCM-8s, estando presente en ambos grupos en todas las áreas 

anatómicas descritas (tabla 16, ANEXO I, figuras 29, 30, 31 y 32).  

                                   CPE (%) en el  GRUPO C-2s 

12,5

87,5

PRESENTE AUSENTE  

                            CPE (%) EN SERIE V (CS-5s y CCM-5s)           

9,1

90,9

PRESENTE AUSENTE

18,2

81,8

PRESENTE AUSENTE   

                             CPE (%) EN SERIE VI (CS-8s y CCM-8s)   

0

100

PRESENTE AUSENTE

0

100

PRESENTE AUSENTE 

      

CS-5s CCM-5s CS-5s 

CS-8s CCM-8s 
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Figura 29: Circulación colateral para esofágica (CPE) en grupos de ratas con 
colestasis microquirúrgica extrahepática las series IV, V y VI .Hay una disminución no 
significativa de la CPE en el grupo CCM-5s (81.8%) respecto a CS-5s (90.9%), siendo 
similares las cifras de CPE en CCM-5s (90.9%) y en CS-2s (87.5%). Tanto CS-8s como 
CCM-8s presentan CPE en el 100% de los casos. C-2s: Colestasis microquirúrgica y 
sacrificio a las 2 semanas de p.o. CS-5s: Colestasis microquirúrgica con administración 
de suero salino y sacrificio a las 5 semanas de p.o. CCM-5s: Colestasis microquirúrgica 
con administración de células madre prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 5 
semanas de p.o. CS-8s: Colestasis microquirúrgica  con administración de suero salino y 
sacrificio a las 8 semanas de p.o. CCM-8s: Colestasis microquirúrgica con 
administración de células madre prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 8 
semanas de p.o.     

          CIRCULACIÓN COLATERAL ESPLENORRENAL (%) EN EL GRUPO C-2S  

                                    

62,5

37,5

PRESENTE AUSENTE  

                          CER (%) EN SERIE V (CS-5s y CCM-5s)    

0 100

PRESENTE AUSENTE

27,3
72,7

PRESENTE AUSENTE  

     *p<0,05: Valor estadísticamente significativo respecto de CS-2s       

CS-5s CCM-5s 

 

*

  

*
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CER (%) EN SERIE VI (CS-8s y CCM-8s)   

0 100

PRESENTE AUSENTE

0 100

PRESENTE AUSENTE

                  
                        

           *p<0,05: Valor estadísticamente significativo respecto de CS-2s  

Figura 30: Circulación colateral espleno renal  (CER)  en grupos de ratas con 
colestasis microquirúrgica extrahepática de las series IV, V y VI. ). Hay un aumento 
significativo (p<0.05) de la CER en todos los grupos respecto a CS-2s. En CCM-5s se 
aprecia un descenso no significtivo de CER resepcto a CS5s (72.7% frente a 100%, 
respectivamente). La CER está presente en el 100% de los casos de CS-8s y CCM-8s. 
C-2s: Colestasis microquirúrgica y sacrificio a las 2 semanas de p.o. CS-5s: Colestasis 
microquirúrgica con administración de suero salino y sacrificio a las 5 semanas de p.o. 
CCM-5s: Colestasis microquirúrgica con administración de células madre 
prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 5 semanas de p.o. CS-8s: Colestasis 
microquirúrgica con administración de suero salino y sacrificio a las 8 semanas de p.o. 
CCM-8s: Colestasis microquirúrgica  con administración de células madre 
prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 8 semanas de p.o.      

CPR (%) EN EL GRUPO C-2S 

                            

62,5

37,5

PRESENTE AUSENTE     

CS-8s CCM-8s 

 
*

  
*
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CPR (%) EN SERIE V (CS-5s y CCM-5s) 

18,2

81,8

PRESENTE AUSENTE

   

36,4

63,6

PRESENTE AUSENTE    

CPR (%) EN SERIE VI (CS-8s y CCM-8s) 

   

0

100

PRESENTE AUSENTE

   

0

100

PRESENTE AUSENTE

                       

                          

                                

Figura 31: Circulación pararrectal (CPR) en grupos de ratas con colestasis 
microquirúrgica extrahepática de las series IV, V y VI. Hay un descenso no significativo 
de CPR en CCM-5s (63.6%) respecto a CS-5s (81.8%). La cifras de CPR son similares 
en CS-2s (62.5%) y CCM-5s (63.6&). La CPR está presente en el 100% de los casos de 
CS-8s y CCM-8s. C-2s: Colestasis microquirúrgica y sacrificio a las 2 semanas de p.o. 
CS-5s: Colestasis microquirúrgica  con administración de suero salino y sacrificio a las 5 
semanas de p.o. CCM-5s: Colestasis microquirúrgica con administración de células 
madre prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 5 semanas de p.o. CS-8s: 
Colestasis microquirúrgica  con administración de suero salino y sacrificio a las 8 
semanas de p.o. CCM-8s: Colestasis microquirúrgica con administración de células 
madre prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 8 semanas de p.o.      

CS-5s 
CCM-5s 

CS-8s CCM-8s 
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Figura 32: Imagen fotográfica en la que se observa la existencia de circulación colateral 
venosa esplenorrenal (a) y paraesofágica (b) en una rata con colestasis microquirúrgica 
extrahepática a la que se le administró solución salina intrahepática a las 8 semanas de 
evolución post-operatoria.   

2.E   VASCULOPATIA VENOSA MESENTERICA          

En ninguno de los grupos de animales estudiados se aprecia vasculopatía 

venosa mesentérica (VVM) de tipo II. Los grupos C-2s (colestasis microquirúrgica 

y sacrificio a las 2 semanas de p.o.), CS-5s (colestasis microquirúrgica con 

administración intrahepática de suero salino y sacrificio a las 5 semanas de p.o.) 

y CCM-5s (colestasis microquirúrgica  con administración intrahepática de 

células madre prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 5 semanas de p.o.) 

presentan incidencias  muy similares de asusencia de VVM (grado=0) y de 

vasculopatía de grado I. Los grupos Cs-8s (colestasis microquirúrgica con 

administración intrahepática de suero salino y sacrificio a las 8 semanas de p.o)  

y CCM-8s (colestasis microquirúrgica con administración intrahepática de células 

madre prediferenciadas a hepatocitos  y sacrificio a las 8 semanas de p.o) 

presentan vasculopatía grado I en todos los casos (tabla 17, ANEXO I,  figuras 

33 y 34).  

                                       VVM EN GRUPO C-2s (serie IV) 

                                       

25
75

GRADO 0 GRADO I   

a

 
b
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VVM (%) EN SERIE V (CS-5s y CCM-5s) 

27,3

72,7

GRADO 0 GRADO I

   

27,3
72,7

GRADO 0 GRADO I

                     

VVM (%) EN SERIE VI (CS-8s y CCM-8s) 

0

100

GRADO 0 GRADO I

100

0

GRADO 0 GRADO I 

                                 

Figura 33: Vasculopatía venosa mesentérica de grado 0 (ausente), grado I 
(secundaria al clampaje de la vena mesentérica superior) y grado II (espontánea) en 
grupos de ratas con colestasis microquirúrgica de las series IV, V y VI. Se aprecian cifras 
similares de VVM grado I en los grupos CS-2s (75%), CS-5s (72.7%) y CCM-5s (72.7%). 
La VVM tipo I está presente en todos los casos de los grupos CS-8s y CCM-8s. C-2s: 
Colestasis microquirúrgica y sacrificio a las 2 semanas de p.o. CS-5s: Colestasis 
microquirúrgica con administración de suero salino y sacrificio a las 5 semanas de p.o. 
CCM-5s: Colestasis microquirúrgica con administración de células madre 
prediferenciadas a hepatocitos  y sacrificio a las 5 semanas de p.o. CS-8s: Colestasis 
microquirúrgica con administración de suero salino y sacrificio a las 8 semanas de p.o. 
CCM-8s: Colestasis microquirúrgica con administración de células madre 
prediferenciadas a hepatocitos  y sacrificio a las 8 semanas de p.o.         

CS-5s CCM-5s 

CS-8s CCM-8s 
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Figura 34: Vascularización venosa mesentérica: (a) Rata del grupo C-2s (colestasis 
microquirúrgica  y sacrificio a las 2 semanas de p.o.) en la que se observan la vena 
mesentérica superior (flecha) y sus ramas.  (b) Rata del grupo CS-8s (colestasis 
microquirúrgica con administración intrahepática de suero salino y sacrificio a las 8 
semanas de p.o) en la que se aprecia vasculopatía de grado I, con dilatación y 
tortuosidad tras el clampaje transitoria (2minutos) la vena mesentérica superior.    

2.F   EVOLUCIÓN DEL PESO CORPORAL  

         Los resultados correspondientes al peso corporal inicial (PCI) y final (PCF) 

de los animales, tanto al inicio como al final del estudio, así como el incremento 

de PC, se representan en la Tabla 18, ANEXO I. El PCI es significativamente 

mayor en el grupo C-2s (colestasis microquirúrgica y sacrificio a las 2 semanas 

de p.o) respecto del  resto de los grupos (p<0,001). En cuanto al PCF, los grupos 

CS-5s (Colestasis microquirúrgica con administración intrahepática de suero 

salino y sacrificio a las 5 semanas de p.o) y Cs-8s (colestasis microquirúrgica con 

administración intrahepática de suero salino y sacrificio a las 8 semanas de p.o.) 

presentan un peso significativamente menor (p<0,05) que el grupo C-2s. En el 

grupo CCM-5s (colestasis microquirúrgica con administración intrahepática de 

células madre prediferenciadas a hepatocitos  y sacrificio a las 5 semanas de 

p.o.) el peso corporal al sacrificio también es significativamente menor (p<0,01) 

que en el grupo C-2s. Además, se produce un aumento significativo (p<0,05)  del 

PCF en el grupo CCM-8s (colestasis microquirúrgica con administración 

intrahepática de células madre prediferenciadas a hepatocitos  y sacrificio a las 8 

semanas de p.o) respecto al grupo CCM-5s. En lo que al  incremento del peso 

corporal ( PC) se refiere, se produce un aumento significativo del mismo en los 

grupos CS-8s (p<0,01) y CCM-8s (p<0,05) respecto al grupo C-2s. Además, el 

PC es significativamente mayor en los grupos CS-8s (p<0,01) y CCM-8s 

(p<0,05) que en el grupo CCM-5s (figura 35). 

a b 



                                                                                                                         Resultados     

138

 
INCREMENTO DE PESO CORPORAL

   g
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Figura 35 Incremento de peso corporal (

 

peso; g) en grupos de ratas con colestasis 
microquirúrgica. Hay un aumento significativo del peso corporal de CS-8s (p<0.01) y 
CCM-8s (p<0.05) respecto a CS-2s. También se produce un aumento significativo del 
peso corporal de CS-8s (p<0.01) y CCM-8s (p<0.05) respecto a CCM-5s. C-2s: 
Colestasis microquirúrgica y sacrificio a las 2 semanas de p.o. CS-5s: Colestasis 
microquirúrgica con administración de suero salino y sacrificio a las 5 semanas de p.o. 
CCM-5s: Colestasis microquirúrgica con administración de células madre 
prediferenciadas a hepatocitos  y sacrificio a las 5 semanas de p.o. CS-8s: Colestasis 
microquirúrgica con administración de suero salino y sacrificio a las 8 semanas de p.o. 
CCM-8s: Colestasis microquirúrgica con administración de células madre 
prediferenciadas a hepatocitos  y sacrificio a las 8 semanas de p.o.  
Media ± DE; *p<0,05; ** p<0,01; Valor estadísticamente significativo respecto de CS-2s; 
p<0.05; p<0,01: Resultado estadísticamente significativo respecto de CCM-5s   

2.G   PESO HEPÁTICO  (PH) 

         En relación al PH, éste es significativamente superior en el grupo CS-8s 

respecto a los grupos CS-5s y CCM-5s (p<0,001), C-2s y  CCM-8s (p<0,01). 

Además, el PH es significativamente superior (p<0,05)  en los grupos CCM-8s y 

C-2s respecto al grupo CCM-5s (figura 35, tabla 19, ANEXO I). La relación 

PH/PC es significativamente superior (p<0,001) en el grupo CS-8s respecto al 

resto de los grupos C-2s, CCM-5s, CS-5s y CCM-8s (Figura 36). 

    

**

   

 *
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PESO HEPÁTICO

g
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CCM-5s
CS-8s
CCM-8s

  

Figura 35: Peso hepático (PH;g)  en ratas con colestasis microquirúrgica. Hay un 
descenso significativo del PH en CS-2s (p<0.01), CS-5s (p<0.001), CCM-5s (p<0.001) y 
CCM-8s (p<0.01) respecto a CS-8s.Además hay un aumento significativo del PH en CS-
2s (p<0.05) y CCM-8s (p<0.05) respecto a CCM-5s. C-2s: Colestasis microquirúrgica y 
sacrificio a las 2 semanas de p.o. CS-5s: Colestasis microquirúrgica con administración 
de suero salino y sacrificio a las 5 semanas de p.o. CCM-5s: Colestasis microquirúrgica 
con administración de células madre prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 5 
semanas de p.o. CS-8s: Colestasis microquirúrgica con administración  de suero salino y 
sacrificio a las 8 semanas de p.o. CCM-8s: Colestasis microquirúrgica con administración 
de células madre prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 8 semanas de p.o. 
Media ± DE;  ¤p<0,05; ¤¤p<0,01; ¤¤¤p<0,001: Valor estadísticamente significativo 
respecto de CS-8s;  p<0,05: Resultado estadísticamente significativo respecto de CCM-
5s.   
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Figura 36: Relación peso hepático / peso corporal x 100 (PH/PC; %) en ratas con 
colestasis microquirúrgica extrahepática. Hay un descenso significativo del PH en CS-2s 
(p<0.001), CS-5s (p<0.001), CCM-5s (p<0.001) y CCM-8s (p<0.001) respecto a CS-8s. 
C-2s: Colestasis microquirúrgica y sacrificio a las 2 semanas de p.o. CS-5s: Colestasis 
microquirúrgica con administración de suero salino y sacrificio a las 5 semanas de p.o. 
CCM-5s: Colestasis microquirúrgica con administración de células madre 
prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 5 semanas de p.o. CS-8s: Colestasis 
microquirúrgica con administración de suero salino y sacrificio a las 8 semanas de p.o. 
CCM-8s: Colestasis microquirúrgica con administración intrahepática de células madre 
prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 8 semanas de p.o.  
Media ± DE; ¤p<0,05; ¤¤p<0,01; ¤¤¤p<0,001: Valor estadísticamente significativo 
respecto de CS-8s.   

Es de interés destacar que la evolución de la hepatomegalia, tanto  en valor 

absoluto, como cuando se estudia la relación peso hepático/peso corporal, desde 

la 5ª hasta la 8ª semanas del p.o. es inferior en las ratas con colestasis a las que 

se les administran por vía intrahepática células madre respecto de aquellas que 

sólo recibieron suero salino (Figuras 37 y 38). En la figura 39 se puede apreciar 

el aspecto macroscópico del hígado en una rata con colestasis microquirúrgica y 

administración intrahepática de células madre mesenquimales y otra del grupo 

con suero tras realizar el sacrificio a las  8 semanas de po.    

  

Figura 37: Peso hepático (PH;g), en ratas con colestasis microquirúrgica y 
administración de células madre prediferenciadas a hepatocito o suero salino, y sacrificio 
a las 5 y 8 semanas de p.o.: Se aprecia un mayor incremento del peso hepático en los 
grupos control (CS-5s y CCM-8s) que en los grupos con administración de células (CCM-
5s y CCM-8s).      

Peso (g) 
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Figura 38: Relación peso hepático / peso corporal x 100 (PH/PC; %)  en ratas con 
colestasis microquirúrgica y administración de células madre prediferenciadas a 
hepatocito o suero salino, y sacrificio a las 5 y 8 semanas de p.o.. El incremento del 
PH/PC es más acentuado en los grupos control (CS-5s y CCM-8s) que en los grupos con 
administración de células (CCM-5s y CCM-8s).    

 

           

 

Figura 39. Fotografía comparativa del aspecto macroscópico del hígado en una rata con 
colestasis microquirúrgica y  administración intrahepática de células madre 
mesenquimales (izquierda) y otra del grupo con suero a 8 semanas (derecha). Se aprecia 
hepatomegalia, ictericia y aumento de la consistencia en el hígado en mayor grado en la 
rata con colestasis y administración intrahepática de solución salina respesto del hígado 
correspondiente a una rata colestásica a la que se administraron células madre 
mesenquimales de origen adipocítico prediferenciadas a hepatocitos..  

Respecto de la evolución de los pesos lobulares hepáticos, se produce una 

disminución significativa (p<0,05) del peso del lóbulo medio hepático  (LM) en el 

grupo CCM-5s respecto a los grupos C-2s y CS-8s. También se puede 

comprobar un aumento significativo (p<0,001) del peso del lóbulo lateral derecho 

(LLD) en el grupo CS-8s respecto al resto de grupos. El peso del LLI es 

significativamente mayor en el grupo CS-8s respecto a los grupos CCM-5s, CS-

5s (p<0,001), C-2s (p<0,01) y CCM-8s (p<0,05). Además, el peso del LLI 

también es significativamente superior (p<0,05) en el grupo CCM-8s respecto a 

PH/PC (%)
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los grupos CCM-5s y CS-5s. Por último, el peso del lóbulo caudado (LC) es 

significativamente superior en el grupo CS-8s respecto a los grupos C-2s 

(p<0,01),  CS-5s, CCM-5s y CCM-8s (p<0,05), (Tabla 20)  

Tabla 20:  Peso de los lóbulos medio (PLM), lateral derecho (PLLD), lateral 
izquierdo (PLLI) y caudado (PLC) en ratas con colestasis microquirúrgica 
extrahepática:C-2s: Colestasis microquirúrgica y sacrificio a las 2 semanas de p.o. CS-
5s: Colestasis microquirúrgica con administración de suero salino y sacrificio a las 5 
semanas de p.o. CCM-5s: Colestasis microquirúrgica con administración de células 
madre prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 5 semanas de p.o. CS-8s: 
Colestasis microquirúrgica con administración de suero salino y sacrificio a las 8 
semanas de p.o. CCM-8s: Colestasis microquirúrgica con administración de células 
madre prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 8 semanas de p.o.  

GRUPO 
PLM 
(g) 

PLLD 
(g) PLLI PLC 

C-2s 
(n=8) 

6,49

 

+/- 
0,56 

3,76¤¤¤

 

    +/- 
   0,75 

    

 

5,15¤¤

 

+/- 
0,95   

 

   1,47¤¤

 

+/- 
0,44 

CS-5s 
(n=11) 

5,16 
+/- 

1,57  

 

3,69¤¤¤

 

   +/- 
  1,24    

 

4,23¤¤¤* 
   +/- 
  1,60 

 

1,53¤

 

+/- 
0,78   

 

CCM-5S 
(n=11) 

4,65 
+/- 

1,75   

3,39¤¤¤

 

   +/- 
  0,91  

4,20¤¤¤* 
  +/-  
1,20   

1,52¤

 

   +/- 
  0,44  

CS-8s 
(n=7)   

6,46

 

   +/- 
  1,05  

   7,20 
    +/- 
   1,90  

  7,36 
    +/- 
   1,11  

  2,32 
    +/- 
   0,33  

CCM-8s 
(n=11) 

  5,89 
    +/- 
  1,63   

4,64¤¤¤

 

   +/- 
  1,86   

5,80¤

 

   +/- 
  1,65  

  1,61¤

 

    +/- 
   0,72  

 

Media ± DE;  ¤p<0,05; ¤¤p<0,01; ¤¤¤p<0,001: Valor estadísticamente significativo 
respecto de CS-8s;  p<0,05: Resultado estadísticamente significativo respecto de CCM-
5s.* p<0,05: Resultado estadísticamente significativo respecto de CCM-8s   

2.H.   PESO ESPLÉNICO        

Si bien todas presentan esplenomegalia, solo el grupo CS-8s presenta un 

incremento significativo del peso esplénico  (PE) respecto al grupo C-2s 

(p<0,05). La relación PE/PC es significativamente menor en el grupo C-2s 

respecto a los grupos CS-8s (p<0,001),  CS-5s (p<0,01), CCM-5s y CCM-8s 

(p<0,05) (tabla 21, ANEXO I, figuras 40 y 41).  
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Figura 40: Peso esplénico (PE;g) en ratas con colestasis microquirúrgica: C-2s: 
Colestasis microquirúrgica  y sacrificio a las 2 semanas de p.o. Hay un aumento 
significativo del PE en CS-8s respecto a Cs-2s (p<0.05). C-2s: Colestasis microquirúrgica 
y sacrificio a las 2 semanas de p.o. CS-5s: Colestasis microquirúrgica con administración 
de suero salino y sacrificio a las 5 semanas de p.o. CCM-5s: Colestasis microquirúrgica 
con administración de células madre prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 5 
semanas de p.o. CS-8s: Colestasis microquirúrgica con administración de suero salino y 
sacrificio a las 8 semanas de p.o. CCM-8s: Colestasis microquirúrgica  con 
administración de células madre prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 8 
semanas de p.o.   
Media ± DE; *p<0,05: Valor estadísticamente significativo respecto de CS-2s.   
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Figura 41:   Relación peso esplénico / peso corporal x 100 (PE/PC; %) en ratas con 
colestasis microquirúrgica. Se aprecia un aumento significativo del PE/PC en Cs-5s 
(p<0,01), CCM-5s y CCM-8s  (p<0,05) y CS-8s (p<0,001) respecto a CS-2s. C-2s: 
Colestasis microquirúrgica y sacrificio a las 2 semanas de p.o. CS-5s: Colestasis 
microquirúrgica con administración de suero salino y sacrificio a las 5 semanas de p.o. 
CCM-5s: Colestasis microquirúrgica con administración de células madre 
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prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 5 semanas de p.o. CS-8s: Colestasis 
microquirúrgica con administración de suero salino y sacrificio a las 8 semanas de p.o. 
CCM-8s: Colestasis microquirúrgica  con administración de células madre 
prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 8 semanas de p.o. 
Media ± DE; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001: Valor estadísticamente significativo respecto 
de CS-2s    

Al igual que ocurría con la hepatomegalia, el incremento del peso esplénico 

es inferior desde la quinta hasta la octava semanas de evolución p.o. en las ratas 

colestásicas que recibieron células madre respecto de aquellas a las que se 

inyectó sólo suero salino intrahepático (Figura 42). Además, mientras en este 

periodo de evolución po se produce un aumento de la relación PE/PC en el grupo 

tratado con suero, en el grupo tratado con células hay un descenso de la relación 

PE/PC (figura 43). En la figura 44 se puede apreciar el aspecto macroscópico del 

bazo de una rata con colestasis microquirúrgica y administración intrahepática de 

células madre mesenquimales y otra del grupo con suero tras realizar el sacrificio 

a las  8 semanas de po.   

  

Figura 42: Peso esplénico (PE;g), en ratas con colestasis microquirúrgica y 
administración de células madre prediferenciadas a hepatocito o suero salino, y sacrificio 
a las 5 y 8 semanas de p.o. El incremento del PE es mayor en grupos control (CS-5s y 
CS-8s) que en los grupos con células (CCM-5s y CCM-8s).         
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Figura 43: Relación peso esplénico / peso corporal x 100 (PE/PC; %) en ratas con 
colestasis microquirúrgica y administración de células madre prediferenciadas a 
hepatocito o suero salino, y sacrificio a las 5 y 8 semanas de p.o. Mientras que en los 
grupos con células (CCM-5s y CCM-8s) se produce un descenso progresivo del PE/PC, 
en los grupos control (CS-5s y CS-8s), la tendencia del cociente PE/PC es inversa, 
presentando un aumento progresivo.   

              

 

Figura 44: Fotografía comparativa del tamaño de un bazo de una rata del grupo CCM-8s 
(Colestasis microquirúrgica con administración intrahepática de células madre 
prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 8 semanas de p.o.) y otra del grupo CS-
8s (Colestasis microquirúrgica  con administración intrahepática de suero salino y 
sacrificio a las 8 semanas de p.o.).     

2.I.  PESO TESTICULAR         

El peso testicular es significativamente mayor en el grupo C-2s respecto a 

los grupos CS-8s (p<0,001), CCM-5s (p<0,01) y CS-5s (p<0,05). Sin embargo, 

no se aprecian diferencias significativas en relación al peso testicular entre los 

grupos C-2s y CCM-8s (Tabla  22, ANEXO I; Figura 45). 

PE/PC (%)
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Figura 45: Peso testicular bilateral (PT;g) en ratas con colestasis microquirúrgica.. Hay 
un descenso significativo del PT en los grupos CS-5s (p<0,05), CCM-5s (p<0,01) y CS-8s 
(p<0,001) respecto a CS-2s. C-2s: Colestasis microquirúrgica y sacrificio a las 2 
semanas de p.o. CS-5s: Colestasis microquirúrgica con administración de suero salino y 
sacrificio a las 5 semanas de p.o. CCM-5s: Colestasis microquirúrgica con administración 
de células madre prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 5 semanas de p.o. CS-
8s: Colestasis microquirúrgica con administración de suero salino y sacrificio a las 8 
semanas de p.o. CCM-8s: Colestasis microquirúrgica  con administración de células 
madre prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 8 semanas de p.o. 
Media ± DE; *p<0,05; **p<0,01;*** p<0,001: Valor estadísticamente significativo 
respecto de CS-2s.     

La relación PT/PC es significativamente menor en el grupo CS-8s respecto 

a los grupos C-2s (p<0,01) y CS-5s (p<0,05) (tabla 22, ANEXO I, figura 46).  
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Figura 46: Relación peso testicular / peso corporal x 100 (PT/PC; %) en ratas con 
colestasis microquirúrgica. Hay un descenso significativo del PT/PC en CS-8s (p<0,01) 
respecto a CS-2s. Además, hay un aumento significativo del PT/PC en CS-5s (p<0,05) 
respecto a CS-8s. C-2s: Colestasis microquirúrgica y sacrificio a las 2 semanas de p.o. 
CS-5s: Colestasis microquirúrgica con administración de suero salino y sacrificio a las 5 
semanas de p.o. CCM-5s: Colestasis microquirúrgica con administración de células 
madre prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 5 semanas de p.o. CS-8s: 
Colestasis microquirúrgica con administración de suero salino y sacrificio a las 8 
semanas de p.o. CCM-8s: Colestasis microquirúrgica  con administración de células 
madre prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 8 semanas de p.o. 
Media ± DE; **p<0,01: Valor estadísticamente significativo respecto de CS-2s; ¤p<0,05: 
Resultado estadísticamente significativo respecto de CS-8s.   

         Como se observa en la Figura 47, la atrofia testicular que sufren las ratas 

con colestasis a las que se les inyectaron células madre en el hígado desciende 

desde la 5ª hasta la 8ª semanas de evolución, en tanto que las ratas colestásicas 

que sólo recibieron suero salino muestran una atrofia testicular progresiva. En la 

figura 48 se puede apreciar el aspecto macroscópico de los testículos de una 

rata con colestasis microquirúrgica y administración intrahepática de células 

madre mesenquimales y otra del grupo con suero tras realizar el sacrificio a las  

8 semanas de po.       

 ¤
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Figura 47: Peso testicular bilateral (PT;g) en ratas con colestasis microquirúrgica y 
administración de células madre prediferenciadas a hepatocito o suero salino, y sacrificio 
a las 5 y 8 semanas de p.o. La atrofia testicular se produce solo en el grupo tratado con 
suero salino.   

 

Figura 48: Imagen comparativa del tamaño testicular en una rata del grupo de CCM-8s 
(Colestasis microquirúrgica  con administración intrahepática de células madre 
prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 8 semanas de p.o.) (a) y en otra rata del 
grupo CS-8s (Colestasis microquirúrgica extrahepática con administración intrahepática 
de suero salino y sacrificio a las 8 semanas de p.o.), en la cual es manifiesta la atrofia 
testicular  (b).    

2.J    DETERMINACIONES SÉRICAS DE FUNCIÓN HEPÁTICA 

         No se aprecian diferencias significativas en relación a los parámetros 

bioquímicos de función hepatobiliar entre los grupos CS-5s (Colestasis 

microquirúrgica con administración intrahepática de suero salino y sacrificio a las 

5 semanas de p.o) y CCM-5s (Colestasis microquirúrgica con administración 

intrahepática de células madre prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 5 

a b 
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semanas de p.o.) de la serie V.  Por el contrario, en las ratas del grupo CCM-8s 

(Colestasis microquirúrgica con administración intrahepática de células madre 

prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 8 semanas de p.o.) de la serie VI, 

hay un incremento no significativo de los niveles de albúmina y de proteínas 

respecto al grupo CS-8s (Colestasis microquirúrgica con administración 

intrahepática de suero salino y sacrificio a las 8 semanas de p.o.), además de 

una disminución de los parámetros de colestasis (BT, BD y GGT) (tablas 23 y 24, 

ANEXO I; figuras 49, 50 Y 51).  
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Figura 49. Concentración sérica de Bilirrubina Total (g/dl) y Bilirrubina Directa (mg/dl) 
en grupos de ratas con colestasis microquirúrgica  C-2s: Colestasis microquirúrgica y 
sacrificio a las 2 semanas de p.o. CS-5s: Colestasis microquirúrgica con administración 
de suero salino y sacrificio a las 5 semanas de p.o. CCM-5s: Colestasis microquirúrgica  
con administración de células madre prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 5 
semanas de p.o. CS-8s: Colestasis microquirúrgica con administración de suero salino 
y sacrificio a las 8 semanas de p.o. CCM-8s: Colestasis microquirúrgica con 
administración de células madre prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 8 
semanas de p.o.      
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Figura 50. Concentraciones séricas de AST (U/l), ALT (U/l), LHD(U/l), FA(U/l) Y 
GGT(U/l) en grupos de ratas con colestasis microquirúrgica  C-2s: Colestasis 
microquirúrgica y sacrificio a las 2 semanas de p.o. CS-5s: Colestasis microquirúrgica 
con administración de suero salino y sacrificio a las 5 semanas de p.o. CCM-5s: 
Colestasis microquirúrgica con administración de células madre prediferenciadas a 
hepatocito  y sacrificio a las 5 semanas de p.o. CS-8s: Colestasis microquirúrgica con 
administración de suero salino y sacrificio a las 8 semanas de p.o. CCM-8s: Colestasis 
microquirúrgica con administración de células madre prediferenciadas a hepatocito  y 
sacrificio a las 8 semanas de p.o.        
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Figura 51. Concentraciones séricas de Ácidos biliares ( mol/l), Creatinina (mg/dl), 
Albúmina (mg/dl) y proteínas totales (mg/dl) en grupos de ratas con colestasis 
microquirúrgica C-2s: Colestasis microquirúrgica y sacrificio a las 2 semanas de p.o. CS-
5s: Colestasis microquirúrgica con administración de suero salino y sacrificio a las 5 
semanas de p.o. CCM-5s: Colestasis microquirúrgica con administración de células 
madre prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 5 semanas de p.o. CS-8s: 
Colestasis microquirúrgica con administración de suero salino y sacrificio a las 8 
semanas de p.o. CCM-8s: Colestasis microquirúrgica  con administración de células 
madre prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 8 semanas de p.o.    

2.K   ESTUDIO HISTOPATOLÓGICO HEPÁTICO  

         Mediante el microscopio de inmunofluorescencia se ha demostrado la 

persistencia de las células madre inyectadas en los lóbulos hepáticos  de las 

ratas con colestasis, tanto en los grupos de 5 como en los de 8 semanas e 

evolución p.o. (figura 52).  

                  

 

Figura 52. Imágenes obtenidas mediante el microscopio de inmunofluorescencia en las 
que se aprecia la presencia de células madre mesenquimales de origen adipocítico: a) 
CCM-5 (Colestasis microquirúrgica con administración intrahepática de células madre 
prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 5 semanas de p.o.). b) CCM-8s 
(Colestasis microquirúrgica con administración intrahepática de células madre 
prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 8 semanas de p.o.).     

Estudio con microscopía óptica 

        Una vez examinadas todas las preparaciones con tinción H&E (figura 53), y 

tras asignar las puntuaciones correspondientes (tablas 25 y 26) y proceder a 

a b 
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clasificar a cada individuo en función de la puntuación final obtenida (tabla 27, 

figura 54), no se aprecian claras diferencias entre los grupos de ratas 

colestásicas a las cinco semanas del p.o. (CS-5s y CCM-5s). Sin embargo, sí 

parecen encontrarse diferencias en ambos grupos entre el lóbulo medio, en el 

que se inyectaban células, y el lóbulo caudado, que fue el único lóbulo en el que 

no se inyectaron células madre, de tal forma que la progresión de los datos 

histológicos de colestasis crónica eran más evidentes en el lóbulo medio que en 

el caudado. Por el contrario, en las ratas con colestasis estudiadas a las 8-9 

semanas de evolución p.o.,  (grupos CS-8s y CCM-8s) es evidente la progresión 

de los signos histopatológicos propios de fibrosis biliar, siendo más acentuados 

en el grupo de ratas que no fueron tratadas con células madre (CS-8s). Además, 

las diferencias observadas entre los lóbulos medio y caudado de los grupos 

estudiados en un período evolutivo previo (5 semanas), tiende a desaparecer a 

las 8 semanas. Sin embargo, no se aprecia significación estadística en las 

diferencias descritas (Figuras 53 y 55; Tablas 28, 29 y 30).  

                                                                 

           

 

              

  

Figura 53. Imágenes obtenidas mediante el microscopio óptico  correspondientes a los 
grupos: a) C-2s: Colestasis microquirúrgica  y sacrificio a las 2 semanas de p.o. b) CS-
5s: Colestasis microquirúrgica con administración intrahepática de suero salino y 
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sacrificio a las 5 semanas de p.o. c) CCM-5s: Colestasis microquirúrgica con 
administración intrahepática de células madre prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio 
a las 5 semanas de p.o. d) CS-8s: Colestasis microquirúrgica con administración 
intrahepática de suero salino y sacrificio a las 8 semanas de p.o. e) CCM-8s: Colestasis 
microquirúrgica con administración intrahepática de células madre prediferenciadas a 
hepatocito  y sacrificio a las 8 semanas de p.o.  (Hematoxilina&Eosina; 10 X)  
    

Tabla 25: Puntuaciones asignadas a las diferentes variables histológicas evaluados en 
los hígados de ratas del grupo CS-5s (Colestasis microquirúrgica con administración 
intrahepática de suero salino y sacrificio a las 5 semanas de p.o.).  
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Mejor puntuación = 2 Peor puntuación = 39  Bueno<5 Int-buena 6-12 Int-mala 13-19 
Mala>20.   

Tabla 26: Puntuaciones asignadas a las diferentes variables histológicas evaluados en 
los hígados de ratas  del grupo CCM-5s (Colestasis microquirúrgica  con administración 
intrahepática de células madre prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 5 
semanas de p.o.).     
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Tras analizar las distintas variables histológicas descritas y clasificar los 

distintos animales en función de las puntaciones totales obtenidas se puede 

concluir (tabla 27, figura 54): 

1. Prácticamente no se aprecian diferencias histológicas entre los grupos 

de colestasis de 5 semanas de evolución p.o. Tanto en los grupos de 

animales CS-5s como en los pertenecientes al CCM-5s, el resultado 

intermedio-malo es el predominante en el lóbulo medio, mientras que el 

resultado intermedio-bueno es el más frecuente en el lóbulo caudado. 

2. Por tanto, las alteraciones histológicas asociadas a la colestasis son 

más intensas en el lóbulo medio que en el caudado a las 5 semanas de 

evolución p.o.    

Tabla 27: Clasificación histológica correspondiente a los grupos de colestasis de 5 
semanas de evolución en función de las puntuaciones asignadas a las variables 
histológicas estudiadas. CS-5s: Colestasis microquirúrgica con administración 
intrahepática de suero salino y sacrificio a las 5 semanas de p.o. CCM-5s: Colestasis 
microquirúrgica con administración intrahepática de células madre prediferenciadas a 
hepatocito  y sacrificio a las 5 semanas de p.o.      
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COLESTASIS 5 S 

CS-5s CCM-5s 

 
LM LC LM LC 

RESULTADO BUENO                                        0  0   0   0  

RESULTADO INTERMEDIO-BUENO              3 
 (33,3%)                  

8 
(88,9%)                                     

3  
(30%)             

8  
(80%) 

 

RESULTADO INTERMEDIO-MALO                6   
(66,7%)                  

1  
(11,1%) 

7  
(70%)             

2  
(20%) 

RESULTADO MALO                                          0 0 0 0 

   

                                    

66,7
33,3

INTERMEDIO-MALO INTERMEDIO-BUENO

70
30

INTERMEDIO-MALO INTERMEDIO-BUENO  

                 

11,1

88,9

INTERMEDIO-MALO

INTERMEDIO-BUENO

   

20

80

INTERMEDIO-MALO

INTERMEDIO-BUENO

                        

Figura 54: Comparación de los resultados histológicos globales en los lóbulos medio y 
caudado de los grupos de ratas con colestasis sacrificados a las 5 semanas de evolución 
p.o.: CS-5s (Colestasis microquirúrgica con administración intrahepática de suero salino) 
y CCM-5s (Colestasis microquirúrgica con administración intrahepática de células madre 
prediferenciadas a hepatocito).   

Tabla 28: Puntuaciones asignadas a las diferentes variables histológicas evaluados en 
los hígados de ratas del grupo CS-8s (Colestasis microquirúrgica con administración 
intrahepática de suero salino y sacrificio a las 8 semanas de p.o.). 

CS-5s. LÓBULO MEDIO CCM-5s. LÓBULO MEDIO 

CS-5s. LÓBULO CAUDADO CCM-5s. LÓBULO CAUDADO 
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RATA CHR 68 CHR 69 CHR 70 CHR 72 

LOBULO LM LC LM LC LM LC LM LC 

Colestasis + + + + + + +  + 

Nódulos Reg - - +++ + ++ + +++ +++ 

Prolif. Ductal ++ ++ +++ +++ ++ +++ +++ +++ 

Binucleación + + +++ ++ ++ +++ +++ +++ 

Infiltrado Infl. + ++ ++ ++ + ++ + + 

Necrosis      SUP   

Trombos         

Fibrosis + + ++ ++ ++ ++ +++ +++ 

Peliosis       ++ ++ 

Dilatación vcl ++ + + ++ ++ + + + 

Estructura B B M M M M M M 

Función R B R/M R/M R/M R/M M M 

Congestión   +      

TOTAL 11 10 21 18 17 18 23 23 

 

RATA CHR 74 CHR 76 CHR 78 CHR 88 

LOBULO LM LC LM LC LM LC LM LC 

Colestasis + + + + + + + + 

Nódulos Reg +++ +++ ++ ++ ++ +++ ++ +++ 

Prolif. Ductal ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ 

Binucleación ++ ++ ++ ++ ++ + ++ ++ 

Infiltrado Infl. ++ + ++ + ++ + + + 

Necrosis         

Trombos         

Fibrosis ++ + ++ ++ +++ +++ ++  

Peliosis ++ ++ + + + + + + 

Dilatación vcl ++ + + ++ + + + ++ 

Estructura M M M M M M R R 

Función M M M M M M M R 

Congestión         

TOTAL 22 20 20 20 21 20 18 16 
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Mejor puntuación = 2 Peor puntuación = 39  Bueno<5 Int-buena 6-12 Int-mala 13-19 
Mala>20   

Tabla 29: Puntuaciones asignadas a las diferentes variables histológicas evaluados en 
los hígados de ratas del grupo CCM-8s (Colestasis microquirúrgica  con administración 
intrahepática de células madre prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 8 
semanas de p.o.).   

RATA CHR 65 CHR 67 CHR75 CHR79 

LOBULO LM LC LM LC LM LC LM LC 

Colestasis + + + + + + + + 

Nódulos Reg    + ++ +++ +++ +++ 

Prolif Ductular +++ +++ + + +++ +++ +++ ++ 

Binucleación +++ ++ + ++ ++ ++ ++ + 

Infiltrado Infl. ++ ++ + + + + + + 

Necrosis         

Trombos +        

Fibrosis +++ +++ + + ++ +++ ++ ++ 

Peliosis     ++ ++ +  

Dilatación vcl +    ++ ++ + ++ 

Estructura R M B B M M R M 

Función M M R R M M M R 

Congestión         

TOTAL 20 17 8 10 21 23 19 17 

 

RATA CHR83 CHR92 CHR100 CHR105 

LOBULO LM LC LM LC LM LC LM LC 

Colestasis + + + + + + + + 

Nódulos Reg ++ ++ - ++ - - + - 

Prolif Ductular ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + 

Binucleación ++ ++ + ++ + + + + 

Infiltrado Infl. + + + + + + + + 

Necrosis         

Trombos         

Fibrosis +++ ++ + ++ + + ++ + 

Peliosis + + + + +  + + 

Dilatación vcl + + ++ + + + + + 
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Estructura R R R R R R R R 

Función R R/M R R R/B R/M R/M R/M 

Congestión         

TOTAL 17 16 13 16 12 11 14 11 

 

Mejor puntuación = 2 Peor puntuación = 39  Bueno<5 Int-buena 6-12 Int-mala 13-19 
Mala>20   

Una vez sumadas las puntuaciones correspondientes a las alteraciones 

histológicas presentes en cada animal, y tras llevar a cabo la clasificación 

histológica en función de la puntuación obtenida podemos afirmar que: 

1. Las alteraciones histológicas correspondientes a la colestasis son 

más marcadas en el grupo CS-8s que en el grupo CCM-8s 

2. En el grupo CS-8s el resultado MALO es el predominante, mientras 

que el resultado INTERMEDIO-MALO es el más frecuente en el 

grupo CCM-8s.  

3. El resultado MALO apenas está presente en el grupo CCM-8s, y 

mucho menos en el lóbulo caudado. 

4. El resultado INTERMDIO-BUENO (el mejor posible en este estadio 

evolutivo) es más frecuente en el grupo CCM-8s. 

5. La tendencia a presentar alteraciones histológicas más marcadas en 

el lóbulos medio respecto al caudado a 5 semanas de evolución p.o, 

es prácticamente inapreciable a 8 semanas de evolución p.o    

Tabla 30: Clasificación histológica correspondiente a los grupos de colestasis de 8 
semanas de evolución en función de las puntuaciones asignadas a las variables 
histológicas estudiadas: CS-8s: Colestasis microquirúrgica con administración 
intrahepática de suero salino y sacrificio a las 8 semanas de p.o. CCM-8s: Colestasis 
microquirúrgica  con administración intrahepática de células madre prediferenciadas a 
hepatocito  y sacrificio a las 8 semanas de p.o         
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COLESTASIS 8 S 

SUERO 8S CÉLULAS 8S 

 
LM LC LM LC 

RESULTADO BUENO                                        0 0 0 0 

RESULTADO INTERMEDIO-BUENO              1 
 (12,5%) 

1 
 (12,5%) 

2  
(25%) 

3  
(37,5%) 

RESULTADO INTERMEDIO-MALO                2   
(25%) 

3   
(37,5%) 

4   
(50%) 

4  
(50%) 

RESULTADO MALO                                          5 
(62,5%) 

4 
(50%) 

2   
(25%) 

1  
(12,5%) 
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25

62,5

INERMEDIO-MALO INTERMEDIO-BUENO

MALO

50
25

25

INERMEDIO-MALO INTERMEDIO-BUENO
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MALO

5037,5

12,5
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Figura 55: Comparación de resultados histológicos en los lóbulos medio y caudado de 
los grupos CS-8 (Colestasis microquirúrgica con administración intrahepática de suero 
salino y sacrificio a las 8 semanas de p.o) y CCM-8s (Colestasis microquirúrgica  con 
administración intrahepática de células madre prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio 
a las 8 semanas de p.o.).  

Además, se realizó tinción con Rojo Picrosirio (figura 56) y Tricrómico de 

Mason (figuras 57) en los lóbulos medio y caudado, correspondientes a 2 

individuos de cada grupo. Las microfotografías obtenidas se convirtieron a 

sistema  binario (B/W; figura 58) y fueron analizadas mediante un programa de 

CS-8s. LÓBULO MEDIO CCM-8s. LÓBULO MEDIO 

CS-8s. LÓBULO CAUDADO CCM-8s. LÓBULO CAUDADO 
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análisis de imagen 

 
IMAGEJ. Posteriormente, se procedió a cuantificar las 

áreas de hepatocitos, proliferación biliar y fibrosis.   

             

  

             

  

Figura 56: Imágenes obtenidas mediante  microscopía óptica con tinción de Rojo 
Picrosirio correspondiente a los grupos. a) CS-5s: Colestasis microquirúrgica con 
administración intrahepática de suero salino y sacrificio a las 5 semanas de p.o. b) CCM-
5s: Colestasis microquirúrgica con administración intrahepática de células madre 
prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 5 semanas de p.o. c) CS-8s: Colestasis 
microquirúrgica con administración intrahepática de suero salino y sacrificio a las 8 
semanas de p.o. d) CCM-8s: Colestasis microquirúrgica con administración intrahepática 
de células madre prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 8 semanas de p.o.   

             

  

             

 

c 

a b 

d 

a b 

c d 
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Figura 57: Imágenes obtenidas mediante microscopio óptica con tinción  de Tricrómico 
de Masson correspondiente a los grupos: a) CS-5s: Colestasis microquirúrgica  con 
administración intrahepática de suero salino y sacrificio a las 5 semanas de p.o. b) CCM-
5s: Colestasis microquirúrgica con administración intrahepática de células madre 
prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 5 semanas de p.o. c) CS-8s: Colestasis 
microquirúrgica con administración intrahepática de suero salino y sacrificio a las 8 
semanas de p.o. d) CCM-8s: Colestasis microquirúrgica con administración intrahepática 
de células madre prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 8 semanas de p.o.    

                                   

Figura 58: Tinción de Tricrómicro de Masson convertido en sistema binario: 
negro=hepatocitos; verde= vasos; blanco: fibrosis.   

Las conclusiones obtenidas fueron las siguientes:  

A. Fibrosis 

Se cuantificaron el área de fibrosis total y del porcentaje del área de 

fibrosis respecto del área de parénquima hepático en distintas preparaciones 

correspondientes a los lóbulos medio y caudado (tabla 31). Una vez realizado el 

análisis estadístico se puede concluir que (figura 59): 

1. No se aprecian diferencias entre lóbulos (no hay efecto lóbulo). 

2. En el grupo de ratas con colestasis que sólo recibieron suero salino  se 

produce un incremento significativo (17,6%; p=0,05) en el porcentaje de 

fibrosis a las 8 semanas respecto a las 5 semanas de evolución p.o. En 

el grupo de ratas a las que se administraron células  madre, este 

incremento en el porcentaje de fibrosis a las 8 semanas es menor, si 

bien la diferencia  no es significativa (4,44; p=0,36) respecto a las 5 

semanas de evolución. 

3. No hay diferencias significativas en el porcentaje de fibrosis entre el 

grupo de ratas colestásicas a las que se administraron  células madre y 

el grupo de colestasis con suero a 5 y 8 semanas. Sin embargo, a las 8 

semanas de po, el porcentaje de fibrosis en el grupo con suero es 

mayor que en el grupo de células madre, con tendencia a la 

significación estadística (+7,65; p=0,15). 
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Tabla 31: Porcentaje del área de fibrosis hepática en preparaciones histológicas teñidas 
con Rojo Picrosirio. CS-5s: Colestasis microquirúrgica  con administración de suero 
salino y sacrificio a las 5 semanas p.o. CCM-5s: Colestasis microquirúrgica con 
administración de células madre prediferenciadas a hepatocitos  y sacrificio a las 5 
semanas p.o. CS-8s: Colestasis microquirúrgica con administración de suero salino y 
sacrificio a las 8 semanas p.o. CCM-8s: Colestasis microquirúrgica con administración 
de células madre prediferenciadas a hepatocitos  y sacrificio a las 8 semanas  p.o.    
                    

PORCENTAJE DEL ÁREA DE FIBROSIS 

CS-5S 21,93 ± 2,79 

CCM-5S 27,44 ± 2,80 

CS-8S   39,54 ± 3,38* 
CCM-8S 31,88 ± 3,38 

 

        Media ± DE; * p<0.05: Resultado estadísticamente significativo respecto a CS-5s   

                      

PORCENTAJE DEL ÁREA DE FIBROSIS
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Figura 59: Porcentaje del área de fibrosis hepática en ratas con colestasis 
microquirúrgica.  CS-5s: Colestasis microquirúrgica con administración intrahepática de 
suero salino y sacrificio a las 5 semanas de p.o. CCM-5s: Colestasis microquirúrgica con 
administración intrahepática de células madre prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio 
a las 5 semanas de p.o. CS-8s: Colestasis microquirúrgica con administración 
intrahepática de suero salino y sacrificio a las 8 semanas de p.o. CCM-8s: Colestasis 
microquirúrgica  con administración intrahepática de células madre prediferenciadas a 
hepatocito  y sacrificio a las 8 semanas de p.o.    

Media ± DE; * p<0,05: Resultado estadísticamente significativo respecto a CS-5s.   

   

*
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El incremento en el porcentaje de fibrosis es inferior desde la quinta hasta 

la octava semanas de evolución p.o. en las ratas colestásicas que recibieron 

células madre respecto de aquellas a las que se inyectó sólo suero salino 

intrahepático. La diferencia en el porcentaje de fibrosis entre la 8 y las 5 

semanas de evolución po es significativa solo en el grupo de ratas tratadas con 

suero salino (Figura 60).   

                                  

 

Figura 60: Evolución del porcentaje de fibrosis en los grupos de ratas colestásicas a las 
que se administraron  células madre (azul) y las ratas colestásicas con suero (control: 
verde)  a las 5 y 8 semanas de evolución p.o. 
Media ± DE; * p<0,05: Resultado estadísticamente significativo   

B. Proliferación biliar 

Se realizó el cálculo del área de proliferación biliar, del área hepática total y 

del porcentaje del área de proliferación biliar  respecto del parénquima hepático 

total en distintas preparaciones correspondientes a los lóbulos medio y caudado. 

En función de los resultados obtenidos, se puede concluir que (tabla 32, figura 

61): 

1. Se aprecia efecto lóbulo. Por lo tanto, la proliferación biliar no es 

homogénea en todo el hígado, sino que se aprecian diferencias en función 

del lóbulo en el que se realice el estudio. 

2. En el grupo de ratas con colestasis que solo recibieron suero salino, tanto 

en el lóbulo caudado (14,78; p=0,05) como en el medio (7,08; p=0,03), hay 

un incremento significativo en el porcentaje de proliferación biliar a las 8 

semanas respecto a las 5 semanas de evolución. En el grupo de ratas con 

Prcentaje de 
fibrosis 
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células madre, este incremento en el porcentaje de proliferación biliar en 

ambos lóbulos a las 8 semanas es inferior, si bien no significativo (LC: 2,4; 

p=0,32. LM: 4,08; p=0,13) respecto a las 5 semanas. 

3. En el LC, a las 8 semanas del p.o., el porcentaje de proliferación biliar en 

las ratas a las que se administró suero salino es significativamente superior 

(+10,14; p=0,01) al grupo de ratas tratadas con células madre. Por el 

contrario, a las 5 semanas de evolución no hay diferencias significativas. 

4. En el LM, no se aprecian diferencias significativas en el porcentaje de 

proliferación biliar entre el grupo de ratas con colestasis que recibieron 

suero (control)  y el que recibió terapia con células madre, ni a las 5 ni a las 

8 semanas de evolución p.o. 

5. En el grupo de animales con colestasis que recibieron terapia celular, a las 

8 semanas de po, hay un incremento significativo en el porcentaje de 

proliferación biliar  en el LM respecto al LC (+2,95; p=0,02). Esta diferencia 

es menor y no significativa a las 5 semanas (+1,33; p=0,25). 

6. En el grupo de ratas control (colestasis e inyección intrahepática de suero), 

a las 8 semanas de po, hay un incremento significativo en el porcentaje de 

proliferación biliar en el LC respecto al LM (+7,93; p=0,000). Esta diferencia 

es menor y no significativa a las 5 semanas (+0,23; p=0,85).   

Tabla 32.: Porcentaje del área de proliferación biliar en preparaciones histológicas 
hepáticas teñidas con Tricrómico de Mason. CS-5s: Colestasis microquirúrgica  con 
administración de suero salino y sacrificio a las 5 semanas p.o. CCM-5s: Colestasis 
microquirúrgica con administración de células madre prediferenciadas a hepatocitos  y 
sacrificio a las 5 semanas p.o. CS-8s: Colestasis microquirúrgica con administración de 
suero salino y sacrificio a las 8 semanas p.o. CCM-8s: Colestasis microquirúrgica con 
administración de células madre prediferenciadas a hepatocitos  y sacrificio a las 8 
semanas  p.o. LC: Lóbulo cuadado. LM: lóbulo medio.       

PORCENTAJE DE 
PROLIFERACIÓN BILIAR 

LM 3,09±1,32 
CS-5S 

LC 3,31±1,38 

LM 6,84±1,27 
CCM-5S 

LC                        5,51±1,26

  

LM                       10,18±1,29* 

 

CS-8S 
LC          18,11±1,56^

 

LM      10,92±1,32

 

CCM-8S 
LC 7,97±1,51 
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Media ± DE; *p<0,05: Resultado estadísticamente significativo respecto a CS-
5s.LM; ^p<0,05: Resultado estadísticamente significativo respecto a CS-
5s.LC; p<0,01: Resultado estadísticamente significativo respecto a CCM-
8s.LC; p<0,001: Resultado estadísticamente significativo respecto a CS-8s. 
LM; p<0,05: Resultado estadísticamente significativo respecto a CCM-8s.LC; 
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Figura 61: Porcentaje del área proliferación biliar en ratas con colestasis microquirúrgica. CS-
5s: Colestasis microquirúrgica con administración intrahepática de suero salino y sacrificio a las 
5 semanas de p.o. CCM-5s: Colestasis microquirúrgica con administración de células madre 
prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 5 semanas de p.o. CS-8s: Colestasis 
microquirúrgica con administración  de suero salino y sacrificio a las 8 semanas de p.o. CCM-8s: 
Colestasis microquirúrgica  con administración de células madre prediferenciadas a hepatocito  y 
sacrificio a las 8 semanas de p.o.. LM: Lóbulo medio. LC: Lóbulo caudado    
Media ± DE; * p<0,05: Resultado estadísticamente significativo respecto a CS-5s.LM;  ^p<0,05: 
Resultado estadísticamente significativo respecto a CS-5s.LC; p<0,05: Resultado 
estadísticamente significativo respecto a CCM-8s.LC; p<0,01: Resultado estadísticamente 
significativo respecto a CCM-8s.LC;  p<0,001: Resultado estadísticamente significativo respecto 
a CS-8s. LM.   

El incremento en el porcentaje de proliferación biliar es inferior desde la 

quinta hasta la octava semanas de evolución p.o. en las ratas colestásicas que 

recibieron células madre respecto de aquellas a las que se inyectó sólo suero 

salino intrahepático. Esta diferencia se aprecia con mayor intensidad en el 

lóbulo caudado que en el medio.  (Figura 62).   

 

*

  

^
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Figura 62: Evolución del pocentaje de proliferación biliar en los grupos de células y 
control a las 5 y 8 semanas. 

 Media ± DE; *p<0,05: Resultado estadísticamente significativo; p<0,01: Resultado 
estadísticamente significativo.   

C. Área de hepatocitos 

Se cuantificó también el área de hepatocitos, el área total hepática y el 

porcentaje del área de proliferación biliar en distintas preparaciones 

correspondientes a los lóbulos medio y caudado. Las conclusiones fueron las 

siguientes  (tabla 33, figura 63):    

1. Se aprecia efecto lóbulo. Por lo tanto, el área de hepatocitos no es 

homogénea en todo el hígado, sino se aprecian diferencias en función 

del lóbulo en el que se realice el estudio. 

2. En el grupo de ratas con colestasis que solo recibieron suero salino, 

tanto en el lóbulo caudado (23,61; p=0,000) como en el medio (20,26; 

p=0,001), hay un descenso significativo en el porcentaje del área de 

hepatocitos a las 8 semanas respecto a las 5 semanas de evolución. En 

el grupo de ratas con células madre, se aprecia un aumento en el 

porcentaje del área de hepatocitos  en el LC a las 8 semanas respecto a 

5 semanas de evolución, con tendencia a la significación estadística 

(14,07; p=0,054). Este incremento en el porcentaje del área de 

hepatocitos  en el LM en el grupo de células a las 8 semanas respecto a 

5 semanas es prácticamente inapreciable (0,30; p= 0,96). 

Control 

Células 

Prcentaje de 
proliferación 
biliar 

*

 

*
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3. A las 8 semanas de po, se aprecia un aumento no significativo en el área 

de hepatocitos en el grupo de ratas con células madre respecto al grupo 

de ratas con colestasis que solo recibieron suero salino, tanto en el LC 

(18,60; p=0,14) como en el LM (6,41;  p=0,40), habiendo una tendencia a 

la significación estadística en el LC. 

4. A las 5 semanas de po, en el LC, el porcentaje del área de hepatocitos 

es significativamente mayor en el grupo de ratas con colestasis que 

recibieron suero salino respecto al grupo de ratas con células madre 

(19,07; p=0,03). En el LM, también se produce un incremento en el grupo 

de ratas a las que se administró suero salino, si bien esta diferencia no 

es estadísticamente significativa (14,15; p=0,11).  

5. En el grupo de ratas con células madre, a las 8 semanas de po. el 

porcentaje del área de hepatocitos es significativamente mayor en el LC 

que en el LM (+13,67; p= 0,03).  

Tabla 33: Porcentaje del área de hepatocitos en preparaciones histológicas hepáticas 
teñidas con Tricrómico de Mason. CS-5s: Colestasis microquirúrgica  con administración 
de suero salino y sacrificio a las 5 semanas p.o. CCM-5s: Colestasis microquirúrgica con 
administración de células madre prediferenciadas a hepatocitos  y sacrificio a las 5 
semanas p.o. CS-8s: Colestasis microquirúrgica con administración de suero salino y 
sacrificio a las 8 semanas p.o. CCM-8s: Colestasis microquirúrgica con administración 
de células madre prediferenciadas a hepatocitos  y sacrificio a las 8 semanas  p.o. LC: 
Lóbulo caudado. LM: lóbulo medio.        

PORCENTAJE DE ÁREA DE 
HEPATOCITOS

 

LM                  48,33±3,51* 
CS-5S 

LC                  53,17±3,91^

 

LM 34,18±3,50 
CCM-5S 

LC 34,09±3,76 

LM  28,07±3,69 
CS-8S 

LC   29,56±3,95 

LM 34,49±6,54 
CCM-8S 

LC 48,17±5,66 

 

Media ± DE; *p<0,001: Resultado estadísticamente significativo respecto a 
CS-8s.LM;  ^p<0,001: Resultado estadísticamente significativo respecto a 
CS-8s.LC; p<0,05: Resultado estadísticamente significativo respecto a 
CCM-5s.LC;  p<0,05: Resultado estadísticamente significativo respecto a 
CCM-8s. LM.  
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Figura 63: Porcentaje del área de hepatocitos en ratas con colestasis microquirúrgica. 
CS-5s: Colestasis microquirúrgica con administración de suero salino y sacrificio a las 5 
semanas de p.o. CCM-5s: Colestasis microquirúrgica con administración de células 
madre prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 5 semanas de p.o. CS-8s: 
Colestasis microquirúrgica con administración de suero salino y sacrificio a las 8 
semanas de p.o. CCM-8s: Colestasis microquirúrgica  con administración ide células 
madre prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 8 semanas de p.o.. LM: Lóbulo 
medio. LC: Lóbulo caudado. 
Media ± DE; *p<0,001: Resultado estadísticamente significativo respecto a CS-8s.LM;   
^p<0,001: Resultado estadísticamente significativo respecto a CS-5s.LC; p<0,05: 
Resultado estadísticamente significativo respecto a CCM-5s.LC;  p<0,05: Resultado 
estadísticamente significativo respecto a CCM-8s. LM.   

En el lóbulo caudado, desde la quinta hasta la octava semanas de 

evolución po, se produce un descenso significativo en el área de  hepatocitos 

en el grupo de ratas colestásicas tratadas con suero salino (p<0,001), mientras 

que en el grupo de ratas tratadas con células se produce un aumento. En el 

lóbulo medio, el descenso en el área de hepatocitos es menor desde la quinta 

hasta la octava semanas de evolución p.o. en las ratas colestásicas que 

recibieron células madre respecto de aquellas a las que se inyectó sólo suero 

salino intrahepático, (Figura 64).  

 
*

 
^
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Figura 64: Evolución del porcentaje del área de hepatocitos en los grupos de células y 
control a las 5 y 8 semanas. 
Media ± DE; *p<0,001: Resultado estadísticamente significativo; p<0,05: Resultado 
estadísticamente significativo.                               
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VI. DISCUSIÓN 

 La administración intrahepática de células madre mesenquimales de origen 

adipocítico en un modelo experimental microquirúrgico de colestasis 

extrahepática a las dos semanas de evolución post-operatoria produce efectos 

beneficiosos más evidentes  a largo plazo, esto es, en aquellos animales 

sacrificados tras ocho semanas de insuficiencia hepática colestásica, ya que 

revierte parcialmente las alteraciones secundarias a la hipertensión portal y a la 

insuficiencia hepática, como son la hepatomegalia, la ascitis, la circulación 

colateral y el hipogonadismo, y la disminución de las concentraciones 

plasmáticas   de  parámetros de insuficiencia hepática así como la fibrosis y la 

proliferación biliar. 

        De esta manera, mientras es difícil observar diferencias a 5 semanas, sí que 

se pueden apreciar diferencias significativas a 8 semanas: Así en el grupo con 

células a 8 semanas (CCM-8s) se observa un enlentecimiento en la progresión 

de los datos histológicos propios de la colestasis, un descenso en el volumen de 

ascitis, así como también un descenso en el incremento del peso corporal, en la 

relación peso hepático/peso corporal, peso esplénico/peso corporal y peso 

testicular/peso corporal. En relación a la circulación colateral, en contra a lo 

expuesto anteriormente, los cambios propios de la colestasis están plenamente 

establecidos  en los grupos de 8 semanas, mientras que a las 5 semanas la 

progresión en más evidente en el grupo de suero (CS-8s), siendo significativo en 

el caso de la circulación espleno renal. La progresión de la vasculopatía 

mesentérica es similar en el grupo de células y en el control, tanto a 5 como a 8 

semanas. Además, podemos encontrar un descenso no significativo en los 

parámetros de colestasis a 8 semanas en el grupo de células, mientras que no 

se aprecian diferencias en los parámetros de función hepática. La supervivencia 

global es baja, sobre todo a 8 semanas, posiblemente en relación a la 

inmunosupresión farmacológica. Además, hay un aumento no significativo de la 

supervivencia en el grupo control a 5 y 8 semanas, en relación al aumento de la 

mortalidad intra operatoria secundaria al rechazo agudo en el grupo de células. 

         La relevancia del presente trabajo de Investigación se fundamenta en la 

posible extrapolación de los resultados obtenidos a la clínica humana, en la cual 

la cirrosis, de diferentes etiologías, comporta una elevada morbi-mortalidad en la 

actualidad. En particular  el tratamiento con células madre mesenquimales 
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derivadas de adipocitos y prediferenciadas a hepatocitos podría ser de utilidad 

para reducir las complicaciones secundarias a las hepatopatías crónicas de 

origen biliar. 

         La ligadura de la vía biliar de la rata es un modelo experimental utilizado 

para estudiar la hipertensión portal y la colestasis extrahepática (Lee et al., 1986; 

Sanchez-Patan et al., 2008). Respecto a su utilización como modelo de 

colestasis extrahepática, en este modelo experimental pueden ser estudiados 

una amplia variedad de alteraciones que pueden ser clasificadas en intra  y 

extra-hepáticas. Las alteraciones intra-hepáticas  secundarias a  colestasis 

microquirúrgica extra- hepática en la rata son múltiples, presentando hipertensión 

portal leve, fibrosis severa e intensa proliferación ductular biliar, que son más 

intensas  a largo plazo (6-8 semanas)  (Aller et al., 2008b). 

En este trabajo se ha utilizado un modelo experimental de colestasis 

consistente en la resección con técnica microquirúrgica de la vía biliar 

extrahepática de la rata (Aller et al., 1993b). Esta técnica microquirúrgica se 

consideró de elección para el estudio de la colestasis extrahepática, ya que a 

diferencia de las técnicas macroquirúrgicas, consistentes en la ligadura y sección 

del colédoco, evita la producción de un pseudoquiste biliar con las subsiguientes 

complicaciones infecciosas locales (colangitis), regionales (abscesos hepáticos y 

peritonitis) y sistémicas (abscesos pulmonares, sepsis, shock séptico) (Aller et 

al., 2004a; Aller et al., 2009c). 

 La colestasis extrahepática microquirúrgica en la rata se realiza disecando 

en continuidad el colédoco con los correspondientes conductos biliares de los 

lóbulos caudado, lateral derecho, medio y lateral izquierdo del hígado. Durante la 

micro disección se debe evitar la lesión de la arteria hepática propia así como de 

sus ramas lobulares. Por último, los conductos lobulares biliares se ligan a ras 

del parénquima hepático para evitar la persistencia de vía biliar extrahepática 

residual (Diéguez  et al., 2002; Aller et al., 2009c). 

 El modelo resultante tras la resección microquirúrgica de la vía biliar 

extrahepática en la rata es de insuficiencia hepática progresiva lo que obliga a la 

administración de vitamina K para evitar la muerte de los animales por 

hemorragia durante las primeras semanas del post-operatorio (Aller et al., 2008a; 

Aller et al., 2010a). Se consigue así que los animales desarrollen hepatomegalia, 

asociada a una intensa respuesta proliferativa ductular biliar con apoptosis de 
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hepatocitos y colangiocitos y fibrosis (Sanchez-Patan et al., 2008; Aller et al., 

2008b). 

 La respuesta inflamatoria hepática secundaria a la colestasis extrahepática 

se ha sugerido que posee similitud con la correspondiente a las heridas, ya que 

cursa con isquemia, estrés oxidativo y nitrosativo, infiltración leucocitaria, 

angiogénesis y fibrogénesis (Aller et al., 2008a; Aller et al., 2010b). Entre los 

factores etiopatogénicos, destacan la hipertensión intraductular y el estasis de 

sales biliares. En particular las sales biliares son potencialmente tóxicas para las 

células hepáticas y, a elevadas concentraciones, dañan la integridad 

mitocondrial, produciendo liberación de citocromo C y activación de la apoptosis. 

Sin embargo, la apoptosis también puede ser iniciada en el retículo 

endoplásmico. El acúmulo de sales biliares podría causar estrés del retículo 

endoplásmico y liberación de calcio iónico con la subsiguiente activación de las 

cascadas apoptóticas, tanto en hepatocitos como en colangiocitos (Beuers et al., 

2010; Aller et al., 2010b). 

         En los hígados colestásicos de la rata la proliferación ductular biliar se 

considera que es un proceso dinámico caracterizado por una continua formación 

y destrucción de colangiocitos por apoptosis (Glaser et al.,  2010). Ya que los 

colangiocitos tienen la capacidad de inducir fibrogénesis, se ha sugerido que la 

fibrosis biliar se podría revertir favoreciendo la fagocitosis de los colangiocitos 

apoptóticos, por fagocitos profesionales como son los macrófagos (Popov et al., 

2010). Sin embargo, es posible que el proceso de polarización de los macrófagos 

durante la colestasis implique diversas subpoblaciones. Así en respuesta a TNF-

α e Interferon-γ (IFN-γ) los macrófagos se pueden polarizar hacia el clásico 

fenotipo M1 que se caracteriza por la elevada expresión de IL-1β, TNF-α, IL-6, 

IL-12 e IL-23 (Wynn  et al., 2011). Sin embargo, los macrófagos también pueden 

polarizarse hacia el fenotipo alternativo M2a cuando sufren la influencia de IL-4 y 

IL-13, consideradas citoquinas relacionadas con células Th2. Asimismo, fenotipo 

M2b puede ser inducido por IL-1β, en tanto que el fenotipo macrofágico M2c 

puede derivar del estímulo por IL-10, TGF-β o por glucocorticoides (Butcher y 

Galkina, 2012). En particular en el hígado colestásico, las células cebadas 

también podrían ser una fuente potencial de IL-1β, IL-4, IL-13 e IL-10, las cuáles 

podrían polarizar a los macrófagos según un fenotipo M2 que, a su vez, causaría 

entre otras alteraciones, fibrosis. Al contrario que los macrófagos con fenotipo 

M1, los macrófagos M2 están implicados en los procesos cicatriciales ya que 
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causan remodelación de la matriz extracelular, esferocitosis y reclutamiento de 

fibroblastos (Wynn  et al., 2011; Butcher y Galkina, 2012). En este supuesto el 

incremento de células cebadas esplácnicas en las ratas con hipertensión portal 

secundaria a colestasis extrahepática microquirúrgica podría ser uno de los 

factores causantes de fibrosis hepática (Aller et al., 2010d). 

 La colestasis extrahepática en la rata podría ser considerada un modelo 

experimental de fibrosis hepática (Hayashi  y Sakai, 2011). Entre los factores que 

podría favorecer la fibrogénesis en este modelo experimental destacan los 

opioides endógenos, en particular producidos por los colangiocitos (Glasser et 

al., 2010). Entre las funciones que caracterizan el epitelio biliar proliferante en la 

colestasis extrahepática experimental, destacan las relaciones con la producción 

de mediadores neuroendocrinos en particular los opioides (Glasser  et al., 2010; 

Alpini  et al., 1988). La activación de los receptores opioides a su vez produce un 

incremento de la proliferación de células estrelladas hepáticas con incremento de 

la producción de colágeno (De Minicis et al., 2008).  La fibrosis hepática posterior 

a la ligadura biliar o la exéresis de la vía biliar extrahepática en ratones, es la 

consecuencia de un proceso inflamatorio de origen biliar (Kershenobich 

Stalnikowitz y Weissbrod, 2003;  Li y Crawford, 2004). Además, se producen 

cambios inflamatorios, como estrés oxidativo y nitrosativo (Britton y Bacon 1994; 

Huang et al., 2003) y una activación de la  defensa contra la agresión oxidativa  

(Singh et al., 1992),  edema del tracto portal (Isayama et al., 2006) y 

reclutamiento de células inflamatorias, sobre todo por neutrófilos en las regiones 

periductales del hígado (Saito y Maher, 2000). Además, la fibrosis hepática es un 

proceso de cicatrización  caracterizado por  la acumulación de proteínas de 

matriz extracelular, en particular de colágeno (Kershenobich Stalnikowitz y 

Weissbrod, 2003; Bataller y Brenner, 2005; Sanchez-Patan et al., 2008; Aller et 

al., 2008a). Aunque todas las células hepáticas pueden tener potencial 

fibrogénico  (Friedman et al., 1985; Sedlaczek et al., 2001),  las células hepáticas 

estrelladas  son las principales productoras de colágeno en el hígado (Canbay et 

al., 2002; Siller-Lopez et al., 2004). La evolución del hígado hacia la fibrosis en la 

colestasis extra-hepática de larga evolución (6-8 semanas) en la rata, permite 

que estos modelos experimentales sean muy útiles para el estudio de la 

reversibilidad de la fibrosis hepática (Xia et al., 2006). 

La progresión de la fibrosis está en estrecha relación con la causa de la 

enfermedad hepática crónica, habiendo sido identificados cuatro patrones de 
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progresión de la fibrosis que dependen, a su vez, del lugar topográfico de la 

lesión tisular, de la implicación de diferentes poblaciones de células hepáticas 

similares a miofibroblastos y del mecanismo profibrogénico predominante 

(Pinzani y Romboute, 2004; Parola et al., 2008; Cassiman et al., 2002). Estos 

cuatro tipos de fibrosis hepática han sido denominados: fibrosis en puentes, 

típica de las hepatitis virales crónicas; fibrosis perisinusoidal o pericelular, típica 

de la esteato-hepatitis no alcohólica (Non Alcoholic SteatoHepatitis; NASH); 

fibrosis centrolobular, secundaria al estasis venoso, como ocurre en el fallo 

hepático crónico y, por último,  fibrosis biliar (Parola y Pinzani, 2009). 

        En la fibrosis biliar se aprecia proliferación de canalículos biliares y de 

células hepáticas periductales similares a miofibroblastos en la interfase entre las  

áreas portales y el parénquima, lo cual induce la formación característica de 

septos fibrosis porto-portales (Parola y Pinzani, 2009). 

        Además, el hígado de rata con colestasis extrahepática microquirúrgica 

muestra un aumento significativo de la infiltración de células cebadas. En 

concreto, en el hígado de estas ratas se ha demostrado la  acumulación  de 

células cebadas en los espacios porta y en los septos fibrosos, asociado con 

fibrosis y proliferación biliar (Aller et al., 2008b). Las células cebadas residen 

habitualmente, aunque en escaso número, en los tractos portales hepáticos, sin 

embargo en las patologías hepáticas crónicas como son la cirrosis biliar primaria 

y la cirrosis alcohólica, su número aumenta invadiendo no solo los espacios 

portales, sino también los sinusoides (Farrel et al., 1995). Incluso en estas 

enfermedades hepáticas progresivas, el incremento del número de células 

cebadas se correlaciona con el grado de fibrosis hepática. Por lo tanto, se ha 

sugerido que las células cebadas y sus mediadores pueden estar implicadas en 

la fibrogénesis hepática (Farrell et al., 1995; Francis et al., 2010). 

Experimentalmente, en un modelo de colestasis extrahepática microquirúrgica en 

la rata también se ha demostrado que las células cebadas se acumulan en los 

espacios portales y alrededor de los conductos biliares proliferantes (Takeshita  y 

Shibayama, 2005).  

En la fibrosis biliar se aprecia proliferación de canalículos biliares y de 

células hepáticas periductales similares a miofibroblastos en la interfase entre las  

áreas portales y el parénquima, lo cual induce la formación característica de 

septos fibrosis porto-portales (Parola y Pinzani., 2009).  
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Las colangiopatías, tanto en adultos como en niños, se caracterizan por la 

presencia de colestasis, pérdida de colangiocitos por necrosis o apoptosis, 

proliferación de colangiocitos, esto es, reacción ductular, así como inflamación 

portal y periportal y fibrosis (Friedman, 2008b). Concretamente, la fibrosis y la 

cirrosis hepática son características histológicas propias de pacientes que se 

encuentran en estadíos avanzados de cirrosis biliar primaria, pero son raramente 

descritas en modelos experimentales de cirrosis biliar primaria en roedores. 

Resultados recientes publicados en relación a la cirrosis biliar primaria 

demuestran que el perfil Th1 es predominante en los hígados y que la activación 

de NKT y TLR3 (toll-like receptor) contribuyen al desarrollo de fibrosis hepática 

en modelos de cirrosis biliar primaria en roedores (Wu et al., 2011). Por otro lado, 

la elevación de células Th17, la disminución de Treg y el aumento de células NK 

son características y esenciales en la patogénesis de la cirrosis biliar primaria, 

pero el papel que desarrollan en la formación de la fibrosis hepática todavía es 

desconocido (Chuang et al., 2006; Tanaka et al.,  2012). 

 Asimismo, las lesiones hepáticas son un factor fundamental en la inducción 

de transición epitelio-mesenquimal (Choi y Diehl, 2009). Tres tipos de células 

hepáticas se ha demostrado que pueden experimentar dicha transición, como 

son los hepatocitos, los colangiocitos y las células estrelladas hepáticas. En 

particular los colangiocitos pueden sufrir una completa transición epitelio-

mesenquimal induciendo la expresión de genes mesenquimales y adquiriendo un 

fenotipo migratorio (Deng et al., 2011). Asimismo, colangiocitos de ratas con 

fibrosis biliar co-expresan marcadores epiteliales y mesenquimales, una 

característica propia de la transición epitelio-mesenquimal (Omenetti  et al., 2008; 

Choi y Diehl, 2009). Por lo tanto, se ha concluído que la atresia biliar y en general 

las hepatopatías asociadas a proliferación ductular, cursan con transición 

epitelio-mesenquimal, no solo producida por hepatocitos, sino también por 

colangiocitos (Diaz  et al.,  2009; Choi y Diehl, 2009). 

 En la actualidad, uno de los objetivos fundamentales en investigación 

hepática, es la reversibilidad de la fibrosis, causante de hipertensión portal. Hasta 

fechas recientes se consideraba que la fibrosis del hígado era irreversible y la 

única posibilidad terapéutica consistía en el control de los factores exógenos y 

endógenos (Ismail y Pinzani, 2011). Sin embargo, el descubrimiento de la 

actividad de los distintos subtipos de macrófagos en la producción y resolución 

de la fibrosis ha modificado las expectativas terapéuticas respecto de esta 
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patología. Así la interacción entre el sistema de quimioquinas y los macrófagos 

en procesos que causan la resolución de la fibrosis, es objeto de investigación 

con el objeto de obtener terapias eficaces (Desmet  y Roskams, 2004; Mitchell et 

al., 2009). 

 Los modelos animales han sido muy útiles en el estudio de la fisiopatología 

de la fibrosis y cirrosis hepáticas (Tsukamoto et al., 1990; Iredale, 2007). Aunque 

en la actualidad no existe un modelo experimental que reproduzca exactamente 

el procedo de fibrosis hepática en el ser humano (Iredale, 2007), el estudio de 

modelos de fibrosis hepática en animales y en particular la rata, son 

fundamentales para el ensayo de nuevas terapias antifibrogénicas (Hoefs, 2011). 

Por esta razón, el modelo de fibrosis por colestasis extrahepática microquirúrgica 

se ha utilizado en el presente trabajo. La colestasis extrahepática microquirúrgica 

es causante de apoptosis hepatocitaria, asociada a la proliferación ductular biliar 

y al acúmulo de células cebadas alrededor de los conductos biliares proliferantes 

(Aller et al., 2008b). A su vez, macrófagos derivados de la medula ósea, se ha 

descrito que en las reacciones ductulares biliares a la agresión, son capaces de 

fagocitar los hepatocitos tanto apoptóticos como necrosados, estimulando el 

excesivo acúmulo de miofibroblastos con progresiva producción de matriz 

extracelular, disregulación de las células endoteliales hepáticas con 

remodelación vascular que causa fibrosis, hipertensión venosa portal y ascitis 

(Boulter et al., 2012; Diehl, 2012).  

 Otras consecuencias patológicas de la colestasis extrahepática 

microquirúrgica en la rata es la producción de circulación colateral portosistémica 

secundaria a la hipertensión portal, así como la ascitis (Aller et al., 2004b). Se ha 

propuesto que la hipertensión portal induce una respuesta inflamatoria de origen 

esplácnico y con repercusión sistémica que sería de interés caracterizar, 

principalmente por sus implicaciones terapéuticas (Aller et al., 2007b). En la rata, 

la hipertensión portal se podría considerar que durante su evolución cambian los 

mecanismos que la producen. Así en fases precoces se atribuye el aumento de 

la resistencia al flujo portal, pero cuando se desarrolla la circulación colateral 

portosistémica, el mantenimiento de la hipertensión portal se atribuye al 

incremento del flujo sanguíneo arterial mesentérico (Sikuler et al., 1985; Sikuler y 

Groszmann, 1986; Vorobioff et al., 1983; Vorobioff et al., 1984). 



                                                                                                                     Discusión  

 

 178

 En esencia, la hipertensión portal cursa con circulación hiperdinámica 

esplácnica y sistémica de naturaleza multifactorial (Kroeger y Goszmann, 1985; 

Bosch et al., 1992; Iwakiri y Groszmann, 2006). En las ratas, con hipertensión 

portal prehepática la circulación hiperdinámica se atribuye a dos mecanismos: 1) 

El incremento de mediadores vasodilatadores, como son óxido nítrico (NO), 

monóxido de carbono (CO), TNF-α, glucagón, prostaciclina (PGI2), 

endocannabinoides, adrenomedulina y sulfuro de hidrógeno (H2S) (Iwakiri y 

Groszmann, 2006). 2) La anómala respuesta a mediadores vasoconstrictores ya 

endógenos como noradrenalina, endotelina y vasopresina, o bien exógenos 

como fármacos alfa-agonistas (Bomzon y Blendis, 1987; Blanco-Rivero et al., 

2009; Sastre et al., 2012). 

 En el modelo microquirúrgico de colestasis extrahepática en la rata la 

hipertensión portal se asocia también con gran desarrollo de la circulación 

colateral portosistémica, principalmente de tipo esplenorenal, así como ascitis a 

corto plazo. Aunque se ha sugerido que el desarrollo de circulación colateral 

portosistémica se debe a la apertura de vasos preexistentes, en la actualidad se 

considera que es un proceso de neoangiogénesis mediado principalmente por el 

factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF) (Fernandez et al., 2005). 

 En la hipertensión portal el flujo linfático esplácnico también podría 

influenciar su evolución. En particular, el tracto gastrointestinal sufre edema en la 

hipertensión portal, favoreciendo así el incremento del flujo linfático e, incluso 

causando dilatación de los vasos linfáticos (Ikeda et al., 2001). Es posible que 

esta dilatación vascular linfática se produzca tanto por el excesivo drenaje de 

líquido intersticial, como por estasis linfático, inducido por la acción de 

mediadores inflamatorios, liberados por las células cebadas, en el endotelio 

linfático. Asimismo, estos mediadores podrían inhibir la actividad contráctil 

propulsora de la linfa. En este supuesto, tanto el edema intersticial como la 

dilatación vascular linfática podrían influenciar la evolución de la hipertensión 

portal, tanto en el ámbito esplácnico como sistémico (Aller et al., 2007b; Aller et 

al., 2010b). 

 Entre los factores intestinales que podrían estar implicados en la 

producción de traslocación bacteriana destacan la disbacteriosis y el aumento de 

permeabilidad intestinal (Garcia-Tsao et al., 1993; Wiest  y Rath 2003). Se ha 

sugerido que en la hipertensión portal experimental podría existir un eje 
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inflamatorio hepato-intestinal, con producción hepática de mediadores 

proinflamatorios como son TNF-α, IL-1β y NO, en tanto que en el tracto 

gastrointestinal se produce un incremento de IL-10, una citoquina con poderosa 

acción antiinflamatoria, y también mediadora de la respuesta por células Th2 

(Aller et al., 2005; Palma et al., 2005). Por esta razón, se ha sugerido que la 

respuesta inflamatoria esplácnica asociada a la hipertensión portal podría estar 

implicada en la producción de traslocación bacteriana intestinal a los ganglios 

linfáticos mesentéricos (Llamas et al., 2010). 

 La hipertensión portal causa una respuesta inflamatoria tanto esplácnica 

como sistémica, con implicación de las células cebadas en su etiopatogenia 

(Aller et al., 2007b; Aller et al., 2007c). Entre los procesos inflamatorios en los 

que se ha demostrado la participación de las células cebadas, destacan las 

enfermedades autoinmunes, como son la esclerosis múltiple, la dermatitis 

atópica, la psoriasis y la artritis reumatoide (Theoharides  et al., 2012). 

        Sin embargo, durante la evolución de la colestasis experimental se produce 

una alteración heterogénea de la distribución de citoquinas pro- y anti-

inflamatorias esplácnicas. En esencia, aumenta la concentración de TNF-α, IL-1β 

e IL-10 en el tracto gastrointestinal y ganglios linfáticos mesentéricos, en tanto se 

reduce a nivel hepático y no se demuestran concentraciones significativas 

esplácnicas (Garcia-Dominguez  et al., 2010). Se ha sugerido que la respuesta 

inflamatoria esplácnica en la colestasis microquirúrgica experimental, por estar 

mediada por células cebadas y presentar incremento de las concentraciones 

esplácnicas de IL-4 e IL-10, podría ser considerada una respuesta de tipo Th2 

(Garcia-Dominguez et al., 2010). En este supuesto, la respuesta inflamatoria 

esplácnica post-colestasis microquirúrgica experimental estaría mediada 

predominantemente por citoquinas de tipo Th2 (Ogasawara  et al., 2006). 

 En este modelo experimental de colestasis, la ictericia es también un factor 

importante en tanto que mediador de la respuesta inflamatoria. En particular, la 

bilirrubina posee numerosas propiedades bioquímicas y biológicas (Vitek  y 

Schawertner, 2007). La bilirrubina ejerce una acción protectora contra el estrés 

oxidativo (Vitek y Schawertner, 2007), tiene propiedades antiapoptóticas y 

antimutagénicas (Bulmer et al., 2007) y por último, es un potente 

inmunomodulador (Moseley, 1999). En un modelo de endotoxemia en el ratón se 

ha demostrado que una sola dosis de bilirrubina ejerce efecto antioxidante así 
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como una intensa actividad anti-inflamatoria (Moseley, 1999). Por lo tanto, en el 

modelo experimental de colestasis extrahepática microquirúrgica no se debe 

excluir el importante efecto antioxidante e inmunomodulador que realizaría la 

bilirrubina. 

 Se podría considerar que en la hipertensión portal secundaria a colestasis 

extrahepática microquirúrgica, las células cebadas intestinales efectuarían un 

importante efecto patogénico en las distintas fases evolutivas de la enteropatía 

hipertensiva portal. En sus fases iniciales podrían participar en la redistribución 

del flujo sanguíneo en la pared intestinal y, en particular, en la mucosa y 

submucosa, ocasionando fenómenos de isquemia-revascularización que, a su 

vez, causarían estrés oxidativo y nitrosativo con edema intersticial, aumento de la 

expresión de quimioquinas y reclutamiento de leucocitos. A su vez, la respuesta 

inflamatoria intestinal favorecería el reclutamiento y proliferación de células 

cebadas con la subsiguiente producción de factores de crecimiento (TGF-β1 y 

VEGF) que a largo plazo remodelarían la pared intestinal. 

 La complejidad de la historia natural y la etiología de la fibrosis hepática 

han hecho muy difícil el diseño de modalidades terapéuticas. Hasta la fecha, han 

sido propuestos, o incluso, utilizados en ensayos clínicos, muchas medidas 

terapéuticas anti-fibróticas (Friedman et al., 2007), pero sus efectos se han 

limitado a detener la progresión de las alteraciones histopatológicas sin 

conseguir  beneficios clínicos (Tanaka et al., 2012). 

        El actual conocimiento de la eficacia potencial de los agentes antifibróticos 

está limitado a modelos animales de fibrosis hepática, incluída la colestasis 

extrahepática. De hecho, en la clínica humana podría ser perjudicial administrar a 

los pacientes agentes antifibróticos sin tratar la causa primaria de la lesión 

hepática subyacente (Pinzani et al., 2011). Así, en ratas con ligadura de la vía 

biliar la recuperación del flujo biliar conduce a un proceso de fibrinolisis que tiene 

como consecuencia una regresión casi completa de la fibrosis hepática. Debido a 

que el pico máximo de remodelación del tejido conectivo y de la actividad 

fibrinolítica está asociado con apoptosis masiva de los colangiocitos 

neoformados y su fagocitosis por macrófagos,  se cree que los macrófagos 

podrían activar las metaloproteinasas y constituirse así como células con efecto 

fibrinolítico en la fibrosis biliar experimental  (Popov et al., 2010). Por el contrario, 

y debido a los diferentes fenotipos que pueden adoptar los macrófagos, la 
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migración hepática de los macrófagos, mediada por el receptor celular CCR8, 

estimula la inflamación y la fibrosis hepática en ratas con ligadura del colédoco 

(Heymann et al., 2011). Además, los macrófagos y los factores que expresan, 

tanto por su capacidad dual para actuar como pro- y anti-fibróticos,  como por su 

potencial para regular la activación de los miofiboblastos residentes o reclutados, 

intervienen en todo el proceso de fibrosis hepática (Wynn y Barron, 2010). 

        Las células mesenquimales o estromales poseen la increíble capacidad de 

conservar la memoria de su origen embrionario y, por lo tanto, son capaces de 

recapitular fases precoces del desarrollo embrionario (Kragl et al., 2009). En 

particular, la utilización de células mesenquimales para el tratamiento de 

múltiples enfermedades se fundamenta en su gran capacidad para recapitular el 

desarrollo normal embrionario. En este sentido, las células mesenquimales 

trasplantadas en tejidos u órganos patológicos, favorecen la reversibilidad de las 

alteraciones e inducen la homeostasia (De Miguel et al., 2012). 

 En particular, en el modelo experimental de colestasis extrahepática 

microquirúrgica en la rata, el trasplante de células mesenquimales revierte 

parcialmente diversas alteraciones sistémicas que han sido relacionadas con la 

gravedad de la insuficiencia hepática que ocasiona dicha intervención 

microquirúrgica. Entre las alteraciones revertidas por la terapia con células 

mesenquimales destacan las que están relacionadas con la excesiva actividad 

angiogénica esplácnica. En este modelo experimental de insuficiencia hepática, 

la hepatosplenomegalia, la circulación colateral portosistémica, la enteropatía 

hipertensiva portal y la vasculopatía venosa mesentérica, son alteraciones 

relacionadas con la hiperactividad angiogénica esplácnica, cuyos mecanismos 

fisiopatológicos aún se desconocen (Aller et al., 2004b; Aller et al., 2007c; Aller et 

al., 2010a). 

 La reversibilidad de la hiperactividad angiogénica en la colestasis 

extrahepática experimental mediante tratamiento con células mesenquimales 

intrahepáticas puede ser atribuidas a mecanismos tanto locales (hepáticos) y 

regionales (esplácnico), como sistémicos. Los mecanismos loco-regionales 

podrían estar relacionados con la hipertensión portal. Así, la hipertensión portal 

podría inducir una respuesta adaptativa al estrés hipóxico esplácnico (Aller et al., 

2010a). La hipoxia aumenta la expresión de factores de transcripción o sus 

coactivadores, como HIF-1α (hipoxia inducible factor-1alpha) y PCG-1α 
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(peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha) que, a su 

vez, inducen la producción de factores de crecimiento angiogénicos (Fong,  

2008). El mecanismo mejor estudiado ha sido el mediado por HIF-1α. Se ha 

demostrado que la hipoxia induce la prolil-hidroxilación de HIF-1α, que estabiliza 

la proteína y así se trasloca al núcleo para inducir la transcripción de factores de 

crecimiento angiogénico, como por ejemplo VEGF-A (vascular endothelial factor-

A) (Pugh et al., 2003). 

 La angiogénesis excesiva es una respuesta asociada a la hipoxia, sin 

embargo, existen importantes diferencias entre las respuestas angiogénicas 

según el contexto en que se estudien. Por ejemplo, la angiogénesis es normal 

asociada al ejercicio físico y es patológica en individuos de edad avanzada, tanto 

en la respuesta a la isquemia como al infarto ya cerebral o miocárdico. A su vez, 

en los ancianos la respuesta angiogénica se asocia con frecuencia al desarrollo 

de tumores malignos, y se ha propuesto que la agresividad de los tumores se 

reduce con la edad avanzada porque la respuesta angiogénica es más deficiente 

(Lähteenvou y Rosenzweig, 2012). Sin embargo, en los ancianos la disminución 

de la capacidad angiogénica, que se asocia a una reducida densidad de los 

vasos sanguíneos en la microcirculación, cursa con diversas alteraciones 

endocrinas y metabólicas sistémicas que permiten elaborar una hipótesis 

integradora. Entre los cambios de función endocrina los ancianos presentan 

disminución de la producción de hormona del crecimiento, de IGF-1 (insulin-like 

growth factor) y de estrógenos. Además aumenta entre  un 20% y 50% la 

producción de glucocorticoides ya que existe un bloqueo de la respuesta 

inhibidora que los glucocorticoides ejercen sobre la producción de ACTH 

(adrenocorticotrophic hormone). Asimismo, en las mujeres la menopausia 

aumenta el riesgo de enfermedades cardiovasculares ya que los estrógenos 

están implicados en múltiples aspectos del proceso angiogénico. Así, los 

estrógenos estimulan la producción de NO (nitric oxide), mejoran la disfunción 

endotelial, incrementan la actividad de telomerasa y, en general, protegen tanto a 

las células endoteliales como a las células vasculares lisas de la senescencia, ya 

que promueven la migración de células progenitoras endoteliales y su capacidad 

proliferativa (Carmeliet  et al., 2003). 

 Sin embargo, la terapia hormonal sustitutiva en mujeres post-menopáusicas 

ha demostrado que no reduce la patología cardiovascular, e incluso en algunos 

casos la agrava. A su vez, los andrógenos estimulan la producción de VEGF e 
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inducen la angiogénesis mediante la estimulación en la síntesis de eritropoyetina. 

Por lo tanto, se podría concluir que la angiogénesis es una respuesta del 

organismo a múltiples estímulos fisiológicos y patológicos la cual no puede ser 

considerada independientemente del contexto metabólico sistémico en el que se 

encuentra (Oellerich y Potente, 2012; Fontana et al., 2012; Lähteenvou  y 

Rosenzweig, 2012). 

 En este sentido, las ratas con colestasis extrahepática presentan 

hipogonadismo, una alteración frecuentemente asociada a la insuficiencia 

hepática crónica (Foresta et al., 2008). En pacientes con cirrosis hepática se 

produce una disminución de las concentraciones plasmáticas de testosterona, en 

tanto que aumentan las concentraciones de estrógenos. Estas alteraciones se 

correlacionan con el grado Child Pugh y, por tanto, reflejan el grado de 

insuficiencia hepática (Wang et al., 1991) y se asocian con incremento de 

hormonas luteinizante (LH) y folículo estimulante (FSH). Por esta razón, se ha 

sugerido que el hipogonadismo en la cirrosis hepática podría ser atribuido a una 

disfunción hipotálamo-hipofisaria (Moradian et al., 1985). Además, la atrofia 

testicular, que como la ginecomastia son manifestaciones clínicas del 

hipogonadismo cirrótico, se asocia con la existencia de circulación colateral 

portosistémica (Zaitoun et al., 1998). Por el contrario, la administración de 

estrógenos y testosterona se ha descrito que mejoran parcialmente la disfunción 

hipotálamo-hipofisaria-gonadal tanto en ratas como en pacientes cirróticos 

(Sakamoto et al., 2005; Foresta et al., 2008). 

 El hipogonadismo con disminución sérica de testosterona libre se asocia 

con obesidad central y osteoporosis (Katznelsson et al., 1996; Collier et al., 

2002). Por el contrario, el incremento sérico de testosterona en pacientes con 

cirrosis hepática e hipogonadismo, cursa con el incremento de grasa en las 

regiones cervical y torácica. Esta redistribución de la grasa corporal se ha 

observado en dichos pacientes cuando son sometidos a terapia sustitutiva 

hormonal con testosterona y se atribuye a que dicho tratamiento produce 

disminución de la obesidad central y disminución de la resistencia a insulina, sin 

causar cambios significativos del perfil lipídico plasmático (triglicéridos, colesterol 

total, colesterol LDL (low density lipoprotein) y colesterol HDL (high density 

lipoprotein) (Yurci et al., 2011). 
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 Sin embargo, la regulación del metabolismo del colesterol está alterada en 

los casos de insuficiencia hepática crónica (Aller et al., 2007b). El colesterol es 

precursor de todas las hormonas esteroideas y posee una acción fundamental en 

la proliferación celular (Fernandez et al., 2005). Los mamíferos obtienen el 

colesterol principalmente de la dieta y por biosíntesis endógena. Ya que la 

ingesta de colesterol es limitada, el organismo suple las necesidades de 

colesterol mediante su síntesis, la cual se puede realizar por cualquier tipo de 

célula, pero es el hígado el que protagoniza su biosíntesis. Para evitar el 

acumulo de colesterol plasmático, éste se convierte en esteres que son 

almacenados como gotas grasas citoplasmáticas. Asimismo, LXR (liver x 

receptors) son reguladores de la transcripción de genes, que responden al 

exceso de colesterol activando la transcripción de genes implicados en el 

transporte inverso de colesterol (Goedeke  y Fernandez-Hernando,  2012). 

 La esteroidogénesis es un proceso complejo por el cual se convierte el 

colesterol en hormonas esteroideas con actividad biológica. Las células 

esteroidogénicas acumulan una pequeña cantidad de hormonas esteroideas. Por 

esta razón, cuando se requieren estas hormonas se precisa una rápida síntesis 

tanto en las glándulas suprarrenales, como en las gónadas. En particular, ACTH, 

estimula la síntesis de hormonas esteroideas en las glándulas suprarrenales en 

tanto que LH actúa en las gónadas (Miller y Bose, 2011). 

 Los esteroides sexuales, esto es andrógenos, estrógenos y progesterona, 

son a su vez importantes mediadores de la respuesta inflamatoria (Gilliver, 

2010). Los esteroides sexuales se han implicado tanto en la producción de 

patología inflamatoria como en la mediación de acciones antiinflamatorias 

(Straub, 2007; Gilliver, 2010). Entre sus acciones protectoras o beneficiosas 

destaca la progesterona en su acción protectora contra el asma, en las mujeres, 

la testosterona por la protección que confiere a los hombres contra la artritis 

reumatoide y la protección contra la arteriosclerosis femenina de los estrógenos. 

Asimismo, los estrógenos favorecen la resolución de la inflamación post-

traumática y es bien conocida su capacidad anti-inflamatoria en las heridas 

(Enosawa  y Hirasawa, 1989; Verthelyi, 2001). Las hormonas esteroides actúan 

regulando la transcripción de determinados genes tras unirse a receptores 

nucleares, pero también tienen la capacidad de realizar acciones no-genómicas. 

En particular,  las células endoteliales son muy sensibles a la acción de las 

hormonas esteroides, destacando los estrógenos. Los estrógenos, como también 
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la aldosterona, actúan en el endotelio por un doble mecanismo, genómico y no-

genómico, esto es, por transcripción genética y por efecto biológico celular, 

combinándose así sus acciones en la superficie celular y en el núcleo 

(Cunningham  y Gilkeson, 2011; Rauschemberger  et al., 2011). 

 Por lo tanto, en la insuficiencia hepática crónica experimental colestásica se 

podría sugerir que la alteración del metabolismo de las hormonas sexuales 

derivadas del colesterol participarían en las alteraciones vasculares esplácnicas 

y sistémicas que se producen y en consecuencia la disregulación del 

metabolismo lipídico, suprarrenal y/o gonadal causaría la instauración de un 

patrón hormonal sexual cuyos efectos ya beneficiosos o perjudiciales precisan 

ulterior estudio en este modelo experimental. A su vez, la respuesta inflamatoria 

esplácnica secundaria tanto a la hipertensión portal como a la insuficiencia 

hepática integraría dichas supuestas alteraciones ya que la respuesta de fase 

aguda inherente a la inflamación es principalmente hepato-intestinal,  altera el 

metabolismo de las lipoproteínas y, por lo tanto, el transporte lipídico (Aller et al., 

2007b). Por lo tanto,  la respuesta de fase aguda mediada por amiloide sérico A 

puede alterar el transporte inverso de colesterol promoviendo la extracción del 

exceso de colesterol de los macrófagos (Van der Westhuyzen et al., 2007). Así, 

durante la respuesta de fase aguda HDL, considerada anti-inflamatoria, adquiere 

propiedades pro-inflamatorias por la actividad de amiloide sérico A, entre otros 

factores. Consecuentemente, la respuesta inflamatoria, mediante la respuesta de 

fase aguda, regularía el metabolismo lipoproteico y, a su vez, el transporte de 

colesterol (Lund-Katz y Philips, 2010). 

 Ya que las células cebadas se ha descrito que participan en la 

fisiopatología de la hipertensión portal experimental (Aller et al., 2007c) se debe 

considerar los efectos que los esteroides sexuales pueden ejercer sobre ellas. 

Así, estradiol se ha demostrado que estimula la degranulación de células 

cebadas e incrementa la secreción de histamina y serotonina, en tanto que 

progesterona aunque inhibe la proliferación de células cebadas, es capaz tanto 

de inhibir como de estimular la secreción de histamina y serotonina (Gilliver, 

2010).  

         La asociación en el modelo experimental de colestasis en la rata de 

insuficiencia hepática crónica, inflamación esplácnica, con ascitis y exacerbada 

respuesta angiogénica e hipogonadismo, sugiere la existencia de una alteración 
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metabólica subyacente de causa multifactorial, cuya terapéutica debe poseer un 

objetivo integrador para evitar la inhibición de algunos mecanismos patológicos 

en detrimento de otros que son beneficiosos. Por esta razón, la terapia con 

células madre mesenquimales ofrece una alternativa a las asociaciones 

terapéuticas al uso. Los efectos terapéuticos de las células madre 

mesenquimales pueden ser atribuidos a su capacidad para diferenciarse y 

transdiferenciarse en las células específicas de un tejido, así como a sus 

propiedades secretoras de factores paracrinos, los cuales pueden estimular la 

supervivencia o la recuperación funcional de las células residentes, e incluso 

regular el microambiente local y la respuesta inmune (Baksh  et al., 2004). 

 Durante el periodo embrionario precoz, las células mesenquimales con 

origen en el epitelio primitivo pueden sufrir una transición mesenquimo-epitelial y 

así regresar a su fenotipo epitelial original. Asimismo, pueden migrar y alcanzar 

localizaciones lejanas y, por este mecanismo, participan en la reparación de 

tejidos y órganos lesionados o disfuncionales (Bobis et al., 2006). En el presente 

trabajo, su administración intrahepática a ratas colestásicas ha demostrado que 

revierte parcialmente las alteraciones secundarias a la hipertensión portal y a la 

insuficiencia hepática, como son la hepatomegalia, la ascitis, la circulación 

colateral y el hipogonadismo. Esta gran acción terapéutica sistémica ya que no 

ha podido ser atribuida a similar magnitud en la reversibilidad de la insuficiencia 

hepática, permite sugerir otros posibles mecanismos de acción como por 

ejemplo, su capacidad reguladora de las alteraciones metabólicas tanto 

esplácnicas como sistémicas que inciden en este complejo modelo experimental. 

En esencia, estas alteraciones metabólicas podrían reflejar la capacidad 

desdiferenciadora orgánica que posee la respuesta inflamatoria que se induce en 

la rata, tras realizar una colestasis extrahepática microquirúrgica (Aller et al., 

2010b; Aller et al., 2012). En este sentido, el trasplante de células madre 

mesenquimales induciría la diferenciación orgánica y, por tanto, la disminución 

de la respuesta inflamatoria tanto esplácnica como sistémica. Se incluiría entre 

estos efectos diferenciadores la disminución de la actividad angiogénica, la 

reducción del volumen ascítico y la inhibición parcial del hipogonadismo. 

 En el modelo inmunosuprimido de colestasis en la rata, utilizando como 

donante de las células madre mesenquimales a seres humanos no se puede 

excluir la acción perjudicial de la terapia inmunosupresora ni su potencial efecto 

beneficioso anti-inflamatorio. Asimismo, tampoco se pueden excluir posibles 
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menoscabos funcionales de las células madre mesenquimales derivadas de la 

edad de los donantes. Varios estudios funcionales han abordado esta cuestión 

respecto de los cambios asociados a la edad, en el potencial regenerativo de las 

células madre mesenquimales (Lepperdinger, 2011). 

         Aunque los efectos terapéuticos hepáticos de las células madre 

mesenquimales se podrían superponer a los obtenidos en otras patologías que 

cursan con fibrosis (Hanson et al., 2010) sus efectos beneficiosos esplácnicos en 

la colestasis extrahepática experimental no solamente serían secundarios a la 

resolución parcial de la patología hepática. En este supuesto, otros mecanismos 

diferentes de los ya demostrados serían los responsables (Li y Fu, 2012). Las 

citoquinas IL-4 y IL-13, producidas por las células Th2,  así como  TGF-β1  

estimulan directamente la síntesis de colágeno en fibroblastos humanos y de 

ratón. Al igual que los fibroblastos y los miofibroblastos, los macrófagos 

responden a las citoquinas Th2 y numerosos estudios han implicado a las IL-4/IL-

13 como estimuladoras de macrófagos en la patogénesis de la fibrosis (Dufflield 

et al., 2005; Edwards et al., 2006; Wynn y Barron 2010). Por este motivo, la 

reversibilidad parcial de la fibrosis hepática en ratas con colestasis extrahepática 

microquirúrgica tras la administración de células madre de origen mesenquimal 

podría ser atribuída a su capacidad anti-inflamatoria (Guo et al., 2007).  Múltiples 

evidencias sugieren que las células madre por sí mismas, en particular las de 

origen mesenquimal, segregan una variedad de citoquinas pro- y anti- 

inflamatorias cuyo efecto último sería la limitación de la inflamación (Burchfield y 

Dimmeler, 2008). En la actualidad se acepta que las células madre de origen 

mesenquimal poseen propiedades antiinflamatorias, mediadas específicamente a 

través de la expresión de citoquinas y de la infiltración de células inflamatorias, 

pero estos efectos pueden no influir sobre todos los aspectos de la inmunidad 

innata. Específicamente, las células madre de origen mesenquimal inhiben la 

proliferación de linfocitos T, alteran la secreción de citoquinas e inducen un 

fenotipo de carácter predominantemente anti-inflamatorio (Aggarwal y Pittenger, 

2005). Pero, la inmunosupresión mediada por células madre de origen 

mesenquimal no es exclusivamente el resultado de un efecto inhibidor directo, 

sino que implica la activación de otras células  moduladoras, como los 

monocitos. A través de una comunicación entre las células madre de origen 

mesenquimal y su entorno, los monocitos inflamatorios permiten a las células 

madre de origen mesenquimal adquirir sus propiedades inmunosupresoras. 
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Además, éstas células madre pueden también  activar e inducir la proliferación 

de células T reguladoras (Tregs) (Trento y Dazzi, 2010). De esta manera, las 

células madre de origen mesenquimal podrían intervenir en la reparación de la  

lesión hepática secundaria a colestasis extrahepática de una manera similar a la 

cicatrización de una herida cutánea. Así, podemos proponer que las células 

madre mesenquimales  interactuarían con células inflamatorias, incluidas células 

T y células Natural Killer para inducir la expresión de un fenotipo más tolerante y 

anti-inflamatorio (Aggarwal y Pittenger, 2005; Branski et al., 2009; Lau et al., 

2009). 

        La inducción de un microambiente de inmunotolerancia por las células 

madre de origen mesenquimal, podría favorecer la regeneración tisular y, 

además, reducir la fibrosis. En concreto, la transición mesénquimo-epitelial, es un 

fenómeno por el cuál una célula cambia de un fenotipo mesenquimal a otro 

epitelial, siendo éste un proceso fundamental durante el desarrollo embriológico, 

la cicatrización de las heridas y la regeneración tisular (Otto y Wright, 2011). 

Incluso, se ha sugerido que los hepatocitos pueden realizar una transición 

epitelio-mesenquimal tras sufrir una lesión tisular de origen colestásico, y que la 

solución de la colestasis consistiría en inducir el proceso inverso (Bridle et al., 

2009). 

 El trasplante hepático de células madre mesenquimales es obvio que 

introduce a éstas en una encrucijada vital para el organismo, desde las primeras 

fases del desarrollo embrionario (Burke y Tosh D, 2012). Señales paracrinas 

entre las células hepáticas residentes y las mesenquimales trasplantadas podría 

reiniciar las propias del desarrollo hepático a través de mecanismos sistémicos. 

El hígado lesionado del adulto posee el potencial para regenerar e incluso sus 

mecanismos regeneradores son similares a los que rigen la morfogénesis del 

hígado fetal (Boulter et al., 2012). En particular, tras la agresión de la vía biliar los 

colangiocitos son capaces de producir ligandos Hedgehog, y los hepatocitos 

pueden producir similares morfogenos (Omenetti  et al., 2011; Diehl, 2012). A su 

vez,  este potencial morfogénico hepático se potencia por su papel hemopoyético 

fetal (Zhao  y Duncan, 2005) adquiriendo así una capacidad inductora del 

metabolismo sistémico que podría ser influida y reeditada por las células madre 

mesenquimales trasplantadas. 
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Además de su empleo para regular la respuesta inmunitaria (Shi et al., 

2012), las células madre mesenquimales han sido utilizadas para estimular la 

reparación tisular (Adams et al., 2007; Duncan et al., 2009; Trento y Dazzi, 

2010). Estas células madre pueden mejorar la recuperación del daño tisular por 

una vía paracrina al producir factores que estimulan la reparación tisular 

(Crisostomo et al., 2008). Las células madre mesenquimales  trasplantadas en 

un tejido lesionado expresan factores de señalización paracrina, como 

citoquinas, quimioquinas y factores de crecimiento, que favorecen la 

angiogénesis, disminuyen la inflamación, activan los sistemas de señalización 

anti-apoptóticos, pueden diferenciarse en las áreas lesionadas, modulan la matriz 

extracelular que produce una remodelación tisular más favorable y, finalmente, 

pueden activar células madre vecinas residentes en el tejido (Oertel y Shafritz, 

2008; Crisostomo et al., 2008;  Kuroda et al., 2010;  De Miguel et al., 2010). 

La terapia con células madre adultas también ha sido utilizada para tratar la 

insuficiencia hepática (Burra et al., 2008). Se ha demostrado recientemente que 

las células madre mesenquimales estimulan la reparación tisular en situaciones 

de patología hepática. Así, el trasplante de células madre mesenquimales 

aisladas de cordón umbilical, de  tejido adiposo y de médula ósea  humanas, o 

de médula ósea de rata mejoran la función hepática en roedores con un fallo 

hepático agudo producido por tetracloruro de carbono (Duncan et al., 2009). La 

infusión de células similares a  hepatocitos previamente diferenciadas in vitro 

desde células madre de origen mesenquimal, también mejora la insuficiencia 

hepática aguda (Kuo et al., 2008;  Banas et al., 2009). En los modelos de fallo 

hepático que han sido estudiados, se ha demostrado un descenso en los niveles 

séricos de enzimas hepáticas. Por el contrario, en el presente estudio, realizado 

en ratas con colestasis extrahepática microquirúrgica, la mejoría de la función 

hepática se ha demostrado monitorizando los niveles séricos de albúmina. Este 

resultado ofrece un atractivo especial en la búsqueda de efectos beneficiosos de 

la terapia hepática con células madre de origen mesenquimal en la hepatopatía 

crónica, ya que los resultados hasta el momento actual han sido desalentadores. 

En éste sentido, cada vez hay más evidencias que sugieren que las células 

madre  mesenquimales pueden inducir fibrosis y  cirrosis hepática. Por ejemplo, 

en modelos de cirrosis hepática en el ratón, poblaciones exógenas de células 

madre de origen mesenquimal favorecen la aparición de miofibroblastos, que 
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están implicados en la formación de la fibrosis (Russo et al., 2006; di Bonzo et 

al., 2008). 

Dos mecanismos primarios han sido propuestos para explicar los efectos 

terapéuticos de las células madre mesenquimales o de los hepatocitos 

diferenciados in vitro  a partir de éstas células en la patología hepática. En primer 

lugar, las células madre mesenquimales podrían generar células que funcionaran 

como hepatocitos normales. De hecho, una vez inyectadas en el hígado, las 

células madre trasplantadas expresan marcadores de los hepatocitos del 

donante. Por lo tanto, la diferenciación de las celulas madre mesenquimales o de 

las celulas similares a hepatocitos derivadas de las celulas madre de origen 

mesenquimal hacia el linaje hepatocitario debe ocurrir en el microambiente del 

parénquima hepático (Abdlel Aziz et al., 2007; Kuo et al., 2008; Banas et al., 

2009). 

El segundo mecanismo por el cuál las células madre de origen 

mesenquimal podrían promover la reparación hepática es indirecto. Factores 

solubles secretados por éstas células facilitan la recuperación hepática en 

respuesta a una lesión aguda. Estudios realizados en trasplantes avalan el papel 

autónomo de las células madre de origen mesenquimal en la reparación 

hepática. Las células madre  mesenquimales segregan numerosas proteínas, 

pero todavía se desconoce qué factores son los responsables de la recuperación 

hepática (Van Poll et al., 2008; Duncan et al., 2009). Estos hallazgos permiten 

considerar a la terapia hepática mediante células madre de origen mesenquimal 

como una opción terapéutica muy prometedora, aunque todavía quedan muchas 

preguntas sin responder, como por ejemplo, qué poblaciones celulares son las 

que poseen mayor actividad terapéutica (células madre mesenquimales, 

hepatocitos derivados de células madre mesenquimales, o factores secretados 

por células madre de origen mesenquimal), y qué tipos de enfermedades 

hepáticas con susceptibles de ser tratadas con las terapias descritas (Duncan et 

al., 2009). 

Las células madre de origen mesenquimal representan una fuente celular 

alternativa al trasplante hepático para sustituir a los hepatocitos primarios debido 

a su potencial de diferenciación múltiple y a su casi ilimitada disponibilidad. 

Dependiendo del tipo de patología hepática subyacente, su modo de acción 

consiste en sustituir el parénquima hepático enfermo o bien,  estimular la 
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regeneración hepática mediante sus efectos anti-inflamatorio y anti-apoptótico y 

su estimulación de la proliferación celular (Christ y Stock, 2012).  

Las células madre de origen mesenquimal representan una fuente celular 

alternativa al trasplante hepático para sustituir a los hepatocitos primarios debido 

a su potencial de diferenciación múltiple y a su casi ilimitada disponibilidad. 

Dependiendo del tipo de patología hepática subyacente, su modo de acción 

consiste en sustituir el parénquima hepático enfermo o bien,  estimular la 

regeneración hepática mediante sus efectos anti-inflamatorio y anti-apoptótico y 

su estimulación de la proliferación celular (Christ y Stock, 2012).  

Las células aisladas del tejido adiposo subcutáneo o peritoneal expresan 

marcadores de superficie propios de células madre  mesenquimales y poseen la 

capacidad de diferenciación en múltiples líneas celulares. Las células madre de 

origen mesenquimal procedentes de tejido adiposo humano situadas in vitro en 

condiciones que favorecen la diferenciación hepatocitaria  adoptan  una creciente 

funcionalidad hepatocitaria, que incluye la formación de urea, la síntesis de 

glucógeno, la activación del enzima citocromo P450, y la expresión de 

transcriptos hepatocitarios específicos, como sintetasa carbamilfosfato, albúmina 

y citocromo P450 tipo 3A4 (Aurich et al., 2009). 

Las células madre mesenquimales derivadas de adipocitos poseen 

características similares a las células madre de origen mesenquimal obtenidas 

de la médula ósea, pero son mucho más abundantes y fáciles de obtener, y por 

tanto constituyen un tratamiento prometedor de la fibrosis hepática (Wang et al., 

2012; Ouyang et al., 2012). Las células madre mesenquimales derivadas de 

adipocitos poseen un efecto terapéutico sobre la fibrosis hepática inducida por 

CCl4 (tetracloruro de carbono), tras ser inyectadas por vía intraportal, que podría 

ser una vía mejor que su trasplante a través de la vena de la cola  (Wang et al., 

2012). 

        Las células madre estromales derivadas de adipocitos o células madre 

mesenquimales adipocíticas, conservan la capacidad adherente y multipotente 

propias de los tipos celulares asilados del tejido adiposo (Al Battah et al., 2011). 

Las células madre mesenquimales derivadas de adipocitos representan un 

elevado potencial para almacenarse en bancos de células que serían  una 

alternativa o un complemento a los bancos de células sanguíneas del cordón 

umbilical en muchas de las potenciales aplicaciones terapéuticas en las que 
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células madre mesenquimales podrían ser utilizadas (Detante et al., 2009; Oishi 

et al., 2009). La mayoría de la investigación y del trabajo académico se centran 

en la remodelación tisular y en la diferenciación de las células madre 

mesenquimales derivadas de adipocito en tipos celulares somáticos 

especializados en reemplazar tejidos y órganos lesionados, incluído el hígado 

(Tremolada et al., 2010; Meirelles y Nardi, 2009).  

Las células madre mesenquimales derivadas de adipocitos  pueden ser 

fácilmente aisladas  a partir de materiales de desecho procedentes de 

liposucciones (lipoaspirado) y de cirugía reconstructiva, como en el caso de las 

dermolipectomías (Zuk et al., 2001). Seo y colaboradores  demostraron por 

primera vez que estas células madre  se pueden diferenciar en células similares 

a hepatocitos mediante un protocolo de un solo paso utilizando factor de 

crecimiento hepatocitario (Hepatocyte Growth factor; HGF), oncostatina  (OSM) y 

dimetil sulfóxido (DMSO) (Seo et al., 2005). 

En la actualidad, los mecanismos moleculares responsables de la 

plasticidad de las células madre mesenquimales derivadas de adipocitos y de su 

capacidad de diferenciarse en células similares a hepatocitos no son  conocidos. 

Sin embargo, estudios en modelos animales han demostrado los efectos 

beneficiosos de éste tipo de  células madre sobre la regeneración tisular 

hepática. En este estudio, el trasplante de células madre de origen mesenquimal 

derivadas de adipocitos en ratas con colestasis extrahepática e insuficiencia 

hepática crónica ha demostrado que las células madre de origen mesenquimal 

derivadas de adipocito prediferenciadas a hepatocito han sido capaces de 

implantarse en el hígado enfermo y de mejorar su función. Tal vez, el trasplante 

de éstas células madre en ratas colestásicas permita recuperar muchas de las 

funciones propias de los hepatocitos, entre las que se incluirían el metabolismo 

proteico, la regulación de la respuesta inmune innata y la degradación de 

compuestos tóxicos (Dhawan et al., 2010). 

         Los hepatocitos son células polarizadas que  a través de su superficie 

apical, secretan bilis y productos tóxicos de desecho en los canalículos biliares. 

Además, gracias a su estructura única y a la expresión de varias enzimas, están 

implicados en la síntesis de proteínas, en el metabolismo de los carbohidratos, 

en la síntesis de colesterol, sales biliares y fosfolípidos, así como en la 

detoxificación y activación de sustancias exógenas (Al Battah et al., 2011). 
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Por lo tanto, en las ratas con colestasis extrahepática microquirúrgica, las 

células madre mesenquimales derivadas de adipocitos, al disminuir la respuesta 

pro- inflamatoria y, de forma secundaria, la fibrosis, podrían favorecer el 

crecimiento de la población hepatocitaria, potenciándose así las funciones 

propias de estas células epiteliales especializadas, los hepatocitos. En resumen, 

el trasplante experimental de  células madre de origen mesenquimal derivadas 

de adipocitos en la colestasis extrahepática, permitiría la recuperación parcial de 

la función hepatocitaria, lo cual al aumentar la supervivencia del animal brindaría 

un tiempo extra para poder optar a otros tratamientos más agresivos de la 

insuficiencia hepática colestásica  crónica, como por ejemplo el trasplante 

hepático. Así, el trasplante de éste tipo de células madre podría ser considerado 

como una alternativa terapéutica en aquellos pacientes con insuficiencia hepática 

severa en los que el tratamiento quirúrgico no es posible. Esta aplicación 

terapéutica de las células madre de origen mesenquimal ha sido también 

propuesta en pacientes que sufren rechazo  del injerto contra el huésped, agudo 

y crónico, y en otras enfermedades autoinmunes, en las que la cirugía no está 

tampoco indicada (Ringden y Le Blanc, 2011). 

La insuficiencia hepática crónica es una enfermedad sistémica en la cuál 

múltiples órganos, como el riñón y el cerebro, podrían ser afectados como 

consecuencia de una intensa respuesta inflamatoria (Bataller y Benner, 2005). 

Además, pueden producirse alteraciones de las células hematopoyéticas. Así, en  

cirrosis experimental a largo plazo (12 semanas de administración de CCl4), se 

ha comprobado un descenso de los sinusoides en la médula ósea y un 

considerable acúmulo de focos de necrosis celular y apoptosis. Estos cambios 

demuestran que las lesiones del endotelio sinusoidal de la médula ósea y los 

cambios asociados en las células hematopoyéticas se intensifican con la 

persistencia de fibrosis/cirrosis hepática. (Zhao et al., 2010). Las células 

procedentes de la médula ósea desempeñan un papel fundamental en la 

regeneración parenquimatosa y en la fibrosis hepática. El tetracloruro de carbono 

o la Tioacetamida  estimulan  la diferenciación de las células procedentes de la 

médula ósea en células estrelladas hepáticas y en miofibroblastos,  induciendo 

así la fibrosis hepática. En los modelos experimentales de fibrosis hepática 

inducida por la ligadura del colédoco, los fibrocitos productores de colágeno son 

también reclutados desde la médula ósea. Además, el consumo excesivo de 

alcohol estimula tanto la llegada de células estrelladas hepáticas desde la 
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médula ósea como la producción por estas células de citoquinas profibrogénicas 

en un modelo  de esteatosis hepática inducida con alcohol en el ratón (Fujimiya 

et al., 2009). 

Para que se inicie la respuesta de la médula ósea, el hígado lesionado 

debe señalar la activación de los tipos celulares implicados en la respuesta 

reparadora. El factor 1 derivado del estroma (Stromal-derived factor 1; SDF-1 o 

CXC4) ha sido uno de los factores quimioatrayentes de células madre mejor 

caracterizado. En el hígado lesionado  SDF-1 es sobreexpresado en los 

conductos biliares, y desempeña un papel muy importante en el reclutamiento de 

células madre y células progenitoras extrahepáticas hacia el tejido dañado. 

Además, el receptor de SDF-1, CXCR4, es expresado por diferentes poblaciones 

de células madre de la médula ósea, incluídas las células madre de origen 

mesenquimal. Se ha comprobado también  que el hígado enfermo secreta factor 

de crecimiento hepatocitario (hepatocyte growth factor; HGF) para reclutar 

células de la médula ósea. Todo esto resulta en un aumento de la supervivencia 

de las células madre implantadas, posiblemente como consecuencia de  un 

incremento en la expresión de SDF-1 por las células del epitelio biliar que, por 

otra parte, podrían estar también implicadas en el aumento de la densidad 

hepática de las células cebadas que ocurre tras la colestasis extrahepática 

microquirúrgica (Aller et al., 2008b; Eckersley-Maslin et al., 2009). Muchos de los 

genes que son activados por la agresión hepática  secundaria a la ligadura del 

colédoco incluyen los que inducen la síntesis de  citoquinas, quimioquinas y 

factores de crecimiento, como SDF-1 y HGF. Por lo tanto, los factores secretados 

por el hígado colestásico producen el reclutamiento de células madre 

procedentes de la médula ósea (Kallis K et al., 2007; Eckersley-Maslin et al., 

2009). 

Este eje hígado-médula ósea que contribuye al desarrollo embrionario 

hepático,  a la homeostasis hepática y a la patología hepática, podría estar 

basado en la función hematopoyética que asume el hígado  desde la tercera 

semana de gestación hasta  poco tiempo después del nacimiento (Collardeau-

Frachon y Scoazec, 2008). La recapitulación de algunas de éstas funciones 

hematopoyéticas durante las enfermedades hepáticas explicarían que se active 

la respuesta de  la médula ósea en las situaciones de lesión hepática grave 

(Eckersley-Maslin et al., 2009; Gilchrist y Plevris, 2010). 
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        Varios grupos han utilizado células autólogas de médula ósea como terapia 

para la cirrosis. Una amplia variedad de vías de administración han sido 

utilizadas, como la infusión directa de las  células madre  en la vena porta o la 

arteria hepática, o bien la infusión periférica de las mismas. Sin embargo, los 

estudios experimentales sugieren que la vía de administración puede no ser  

importante (Gilchrist y Plevris, 2010; Lyra et al., 2010). Los hepatocitos derivados 

de células de la medula ósea pueden desarrollarse por tres mecanismos 

primarios. En el primero, la médula ósea podría albergar teóricamente células 

madre de origen endodérmico especializadas que serían capaces de producir 

hepatocitos y otras células epiteliales. Estas células serían análogas a las células 

madre de origen mesenquimal. Segundo, una única población de células madre 

podría dar lugar a  diferentes linajes de células sanguíneas y hepatocitarias. Y 

tercero, al contrario que en la diferenciación, los hepatocitos derivados de la 

médula ósea podrían tener su origen en la fusión celular (Duncan et al., 2009). 

Por lo tanto, en los casos de insuficiencia hepática severa, el deterioro que sufre 

la médula ósea impediría su función clave en la sustitución de los hepatocitos 

enfermos (Zhao et al., 2010). Sin embargo, la terapia con células madre  

mesenquimales podría utilizar los mediadores (SDF-1, HGF y otros) liberados por 

el hígado enfermo en la sangre periférica y en los espacios de Disse, 

favoreciendo así el implante de las células trasplantadas en el hígado (Gilchrist y 

Plevris, 2010). 

El trasplante de células madre mesenquimales en ratas colestásicas, no 

solo induce la expansión de la subpoblación hepatocitaria del hígado, sino que 

también reduce la fibrosis y la proliferación ductular biliar. Este efecto terapéutico 

de las células madre de origen mesenquimal podría atribuírse a su capacidad 

para disminuir la respuesta inflamatoria hepática producida por la colestasis 

extrahepática, que podría implicar la desdiferenciación del parénquima  hepático 

lesionado (Aller et al., 2012). 

Se ha propuesto que la reacción ductular que se produce  en la colestasis 

extrahepática corresponde a estadios finales de la metaplasia o 

desdiferenciación colangiocítica de los hepatocitos (Desmet, 2011a), lo cual 

induce la activación de células progenitoras existentes en el hígado, de células 

progenitoras formadas de novo en el hígado, o de ambas (Desmet, 2011b). En 

esencia, las reacciones ductulares hepáticas adoptan una  configuración en 

“placa ductal”. Las placas ductales son formas primitivas de conductos biliares 
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intra-hepáticos formados durante el desarrollo embriológico del hígado, y 

consisten en una doble luz perforada en forma de hendidura (Desmet, 2011a; 

Van Eyken et al., 1988).  

La mayoría de las reacciones tisulares ocurren en forma de pequeñas o 

mini-placas ductales, formadas por un pequeño vaso sanguíneo central, rodeado 

por una pequeña cantidad  de mesénquima derivado del espacio de  Disse 

original, y por una doble capa de células epiteliales biliares que delimitan una 

hendidura luminal, circular, casi virtual, entre ambas capas. Frecuentemente, se 

observa una dilatación tubular en uno o más sitios a lo largo del perímetro 

luminal. Esta configuración corresponde a las placas ductales embrionarias con 

estructura en bicapa en un estadio precoz de remodelación (Desmet, 2011a). De 

hecho, la denominada metaplasia colangiocítica de los hepatocitos podría 

representar una desdiferenciación hacia tipos celulares más primitivos (Desmet 

et al., 1995). Este concepto de desdiferenciación es ratificado por diversos 

trabajos publicados en la literatura científica. La desdiferenciación de los 

hepatocitos es una consecuencia reversible de un proceso específico de 

señalización activado por la matriz extracelular (Godoy et al., 2009). 

La reacción ductular de  tipo I predomina tras la obstrucción aguda y total 

de la vía biliar que ocurre en la colestasis extrahepática microquirúrgica. Este tipo 

de reacción es  el resultado de la proliferación de colangiocitos preexistentes, lo 

cual tiene como consecuencia la elongación, ramificación y la dilatación luminal 

de los conductos biliares (Desmet, 2011a). La elongación, dilatación y 

ramificación de los conductos biliares tras la obstrucción biliar y la inflamación 

subsiguiente adapta la estructura tridimensional de los conductos a la expansión 

del mesénquima portal causado por el edema  y la  inflamación (Desmet, 2011a). 

La reacción ductular tipo 2A ha sido interpretada como una “metaplasia ductular 

de los hepatocitos”, y conlleva un cambio en su polaridad secretora. Este tipo de 

reacción ductular  se suele observar en las áreas periportales, y de forma 

característica, en las situaciones de colestasis crónica. Los hepatocitos 

colestásicos activan las células hepáticas estrelladas, que adquieren un fenotipo 

de miofibroblastos, responsables de un aumento de la producción de matriz de 

tejido conectivo. Estas reacciones ductulares de tipos 1 y 2A son reversibles 

cuando el proceso causante es eliminado, de tal forma que el exceso de 

estructuras tubulares neoformadas desaparecen por apoptosis, y la fibrosis 

asociada regresa considerablemente. Tal reversibilidad demuestra la asombrosa 
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plasticidad de tejidos y células (Desmet, 2011a).  La reacción ductular de  tipo 2A 

se desarrolla en ratas con colestasis extrahepática microqirúrgica de larga 

evolución, y se caracteriza por la  formación de una excreción  canalícular 

adicional y de una mayor superficie de  reabsorción colangiocítica, lo cual 

favorece la recirculación cole-hepática en la colestasis crónica (Aller et al., 

2008b; Desmet 2011a).  

La reacción ductular  de tipo 2A, que es la que ocurre en las ratas con 

colestasis extrahepática, presenta una configuración en placa ductal, y esta 

estructura podría ser similar a la del hígado embrionario, aunque en este caso 

correspondería a estadios finales de la desdiferenciación colangiocítica (Desmet, 

2011a). Si esto fuera así, podríamos proponer que el tratamiento de ratas 

colestásicas con células madre de origen mesenquimal, al reducir la reacción 

ductular, activaría la diferenciación hepática, favoreciendo por tanto la 

especialización hepatocitaria. 

 El modelo microquirúrgico de colestasis extrahepática utilizado en este 

estudio experimental, podría ser de interés para el estudio de los mecanismos 

fisiopatológicos implicados en las malformaciones de las placas ductales en 

adultos, concretamente, en la fibrosis hepática congénita (Ma y Brunt, 2012). La 

fibrosis hepática congénita es un tipo de malformación de las placas  ductales  

con características histológicas propias, como son la aberrante proliferación 

interlobular de conductillos  biliares  y la fibrosis periductal (Venkatanarasimha et 

al., 2011). La presencia de  hipertensión portal y varices suelen ser los síntomas 

iniciales en la fibrosis hepática congénita. Aunque en la mayoría de los pacientes 

el diagnóstico se realiza durante la adolescencia o en la etapa adulta precoz, 

esta patología hepática también se puede manifestar en la infancia o en la quinta 

o sexta décadas de la vida  (Venkatanarasimha et al., 2011; Ma y Brunt, 2012). 

Sin embargo, la hipotética capacidad de las células madre mesenquimales para 

revertir las alteraciones biliares características de la colestasis extra- hepática 

experimental y, consecuentemente, la patología asociada a las malformaciones 

de las placas  ductales biliares, permite considerar su trasplante como una 

terapia eficaz para esta frecuente enfermedad (Erlinger 2011;  Raynaud et al., 

2011).  

        El mecanismo que podría estar implicado en el proceso de 

desdiferenciación inducido por las células madre mesenquimales en el hígado de 
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la rata colestásica, podría ser también similar al descrito durante las fases 

precoces del desarrollo embrionario. Los hepatocitos y los colangiocitos derivan 

ambos de unas células precursoras comunes presentes en el hígado 

embrionario, denominadas hepatoblastos. El hígado se desarrolla a partir de un 

divertículo derivado del endodermo ventral, que se extiende hacia el septum 

transversum,  una estructura localizada entre entre las cavidades peritoneal y 

pericárdica (Lemaigre, 2009). El endodermo del intestino proximal ventral 

desarrolla dos protrusiones; la porción craneal dará lugar a los conductos biliares 

intrahepáticos, mientras que la porción caudal será el origen de la vía biliar 

extrahepática (Raynaud et al., 2011; Strazzabosco y Fabris, 2012). 

         Durante el desarrollo embrionario, una subpoblación de hepatoblastos se 

alinean en la región adyacente al mesénquima portal y empiezan a expresar 

diversos marcadores de origen biliar como SOX9, osteopontina y CK19 

(Lemaigre, 2010). Esta lámina de células, conocida como placa ductal, constituye 

las estructuras ductales primitivas. Este proceso ocurre a través de  un estadio 

intermedio en el cual las células de la placa ductal adoptan un patrón simétrico 

de expresión genética. Las células adyacentes a la vena porta expresan 

marcadores biliares, incluyendo SOX9, en tanto que las células adyacentes al 

parénquima expresan el marcador de hepatoblasto HNF4α. Los hepatoblastos 

adyacentes al parénquima se diferencian hacia el linaje biliar y llegan a ser 

histológicamente indistinguibles de las células precursoras periportales 

localizadas en las estructuras ductulares neoformadas (Greenbaum, 2011). Las 

células de la placa ductal dan lugar a los hepatocitos periportales y a los 

colangiocitos que constituyen los conductos biliares interlobulares, los dúctulos 

intralobulares y los canales de Hering, pero no los hepatocitos pericentrales 

(Carpentier et al., 2011).  Estos resultados proporcionan suficiente evidencia para 

afirmar que tanto las células biliares de los canales de Hering como las células 

ovales derivan de la placa ductal (Greenbaum, 2011; Carpentier et al., 2011). Por 

lo tanto, la placa ductal en el hígado embrionario da lugar a los  colangiocitos que 

forman todos los segmentos de los conductos biliares intrahepáticos, así como a 

los hepatocitos periportales y a las células progenitoras hepáticas (Carpentier et 

al., 2011). 
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 Se ha propuesto que la respuesta inflamatoria causante de patología 

fibrótica hepática es de naturaleza sistémica y estaría protagonizada por dos ejes 

funcionales de estirpe embriológica. Se re-expesaría en este supuesto un eje 

sistémico neurogénico, que incluiría alteraciones relacionadas con la 

recapitulación de funciones amnióticas. Esta respuesta neurogénica al estrés 

causa alteraciones hidroelectrolíticas y hemodinámicas, así como activa los 

sistemas hipotálamo-hipofisario-adrenocortical, simpático-medular adrenal y 

renina-angiotensina-aldosterona, con liberación de catecolaminas, 

glucocorticoides y mineralocorticoides. En consecuencia, estos mediadores se 

acumularían en el espacio intersticial hepático, produciendo un microambiente 

con características similares al propio de las fases embrionarias precoces. A su 

vez, se estimularía un eje sistémico relacionado con la actividad de la médula 

ósea, y con origen embriológico en el saco vitelino, que liberaría células madre 

hematopoyéticas y mesenquimales con destino al parénquima hepático 

lesionado. Los macrófagos y las células cebadas de origen medular óseo 

infiltrarían el tejido hepático e inducirían su fibrosis. Asimismo, la angiogénesis 

exacerbada por la isquemia tisular hepática favorecería la formación de nuevos 

vasos sanguíneos también implicados en la proliferación biliar y, por tanto, en la 

producción de hepatomegalia (Aller et al., 2012). Por último, la incidencia de 

ambos ejes inflamatorios en el parénquima hepático causarían su remodelación 

acorde con la agresión sufrida que, en este caso, es la colestasis extrahepática. 

 Según este concepto sistémico de la respuesta inflamatoria, en la 

colestasis extrahepática experimental el trasplante de células madre 

mesenquimales, al revertir parcialmente las alteraciones esplácnicas, podría 

inhibir la recapitulación de los citados ejes patológicos de origen embrionario y, 

por lo tanto, su mecanismo de acción terapéutico, no solo sería local o paracrino 

sino también sistémico, esto es, endocrino. 

Los resultados del presente estudio experimental permiten sugerir que el 

trasplante de  las células madre mesenquimales derivadas de adipocitos en el 

hígado de ratas colestásicas podrían inducir un proceso de desdiferenciación 

similar al ocurrido durante el desarrollo embrionario.  

        Por consiguiente, los hepatocitos periportales podrían originarse a partir de 

una malformación de la placa ductal, esto es, de una reacción ductular 

secundaria a la obstrucción biliar que ocurre en colestasis. Por lo tanto, la función 
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de estos nuevos hepatocitos podría mitigar las complicaciones propias de la 

insuficiencia hepática colestásica. Además, éste mecanismo de regeneración 

hepática podrían reducir la intensidad de la respuesta inflamatoria esplácnica y 

sistémica,  en cuyo caso también reduciría la ihipertensión portal y el desarrollo 

de circulación colateral porto-sistémica en éste modelo experimental. 

         La relevancia del presente proyecto de investigación se fundamenta en la 

posible extrapolación de los resultados obtenidos a la clínica humana, en la cual 

la hipertensión portal y la cirrosis de diferentes etiologías, comportan una elevada 

morbi-mortalidad en la actualidad. En particular, el conocimiento de los 

mecanismos implicados en la etiopatogenia de la fibrosis asociada a la 

insuficiencia hepática crónica colestásica permitiría, tanto la profilaxis como el 

eficaz tratamiento de las complicaciones asociadas en éstos pacientes, entre las 

que destacan la encefalopatía hepática, varices esofágicas y el síndrome 

hepatorrenal.  

En conclusión, aunque los resultados terapéuticos de las células madre 

mesenquimales humanas en la insuficiencia hepática crónica colestásica en la 

rata sugieren su efecto beneficioso, tanto esplácnico como sistémico, se 

desconocen sus mecanismos íntimos de acción, los cuales deben ser dilucidados 

antes de proceder a utilización en la clínica humana. El modelo experimental de 

fibrosis colestásica en la rata ha permitido demostrar que su patología 

multifactorial puede ser tratada mediante trasplante de células madre 

mesenquimales y, por esta razón, se podría sugerir también su utilización para 

investigar los complejos mecanismos fisiopatológicos inherentes tanto a la 

hipertensión portal como a la insuficiencia hepática crónica. 
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VII.     CONCLUSIONES 

 

1. La colestasis  extrahepática microquirúrgica en la rata,  según su estadio 

evolutivo,  causa diferente grado de  insuficiencia hepática crónica por fibrosis 

biliar. Así, a las ocho semanas de evolución  la insuficiencia hepática es 

significativamente más severa que a las cinco semanas de evolución post-

operatoria. 

 

2.  El tratamiento a las dos  semanas de evolución de la colestasis con células 

madre mesenquimales de origen adipocítico  prediferenciadas a hepatocitos,  

aunque no modifica el grado de insuficiencia hepática a las cinco semanas del 

postoperatorio, disminuye  el  desarrollo de circulación colateral porto-sistémica 

de tipos esplenorrenal y paraesofágica. 

 

3.  El tratamiento a las  dos  semanas del postoperatorio de la colestasis 

extrahepática microquirúrgica con células madre mesenquimales de origen 

adipocitico  causa a las ocho semanas  de evolución una disminución de la 

hepato-esplenomegalia  y de la atrofia testicular asociadas a la disminución del 

volumen de líquido ascítico. 

 

4.  El estudio histológico a las ocho semanas de evolución postoperatoria de los 

hígados colestásicos  en los animales  que fueron tratados con células madre 

mesenquimales demuestra una disminución significativa del grado de fibrosis y  

de la proliferación ductular biliar, así como un aumento del área de hepatocitos. 

Esta disminución en la intensidad de los hallazgos histopatológicos asociados a 

la colestasis extrahepática se asocia con un menor grado de desestructuración 

hepática.  

 

5. El conjunto de  los hallazgos del presente trabajo experimental demuestran 

que el tratamiento con células madre de origen adipocítico prediferenciadas a 

hepatocitos revierte parcialmente la patología hepática crónica en el modelo de 

colestasis extrahepática microquirúrgica en la rata. 

La relevancia del presente proyecto de investigación se fundamenta en la posible 

extrapolación de los resultados obtenidos a la clínica humana, en la cual la 

hipertensión portal y la cirrosis de diferentes etiologías, comportan una elevada 

morbi-mortalidad en la actualidad. En particular, el conocimiento de los 
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mecanismos implicados en la etiopatogenia de la fibrosis asociada a la 

insuficiencia hepática crónica colestásica permitiría, tanto la profilaxis como el 

eficaz tratamiento de las complicaciones asociadas en éstos pacientes, entre las 

que destacan la encefalopatía hepática, varices esofágicas y el síndrome 

hepatorrenal.  
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ANEXO I: TABLAS 

 
Tabla 15:  Volumen de líquido ascítico  en los grupos de ratas con colestasis 
microquirúrgica de las series IV, V y VI: C-2s:  Colestasis microquirúrgica  y sacrificio a las 
2 semanas p.o. CS-5s: Colestasis microquirúrgica  con administración de suero salino y 
sacrificio a las 5 semanas p.o. CCM-5s: Colestasis microquirúrgica con administración de 
células madre prediferenciadas a hepatocitos  y sacrificio a las 5 semanas p.o. CS-8s: 
Colestasis microquirúrgica con administración de suero salino y sacrificio a las 8 semanas 
p.o. CCM-8s: Colestasis microquirúrgica con administración de células madre 
prediferenciadas a hepatocitos  y sacrificio a las 8 semanas  p.o.    
 

GRUPO Ascitis 
(ml)  

C-2s 
(n=8) 0 ¤ 

CS-5s 
(n=12) 0 ¤ 

CCM-5s 
(n=11) 

 
 0,71±1,49 ¤ 

 
CS-8s 
(n=7) 4,53±4,91 

CCM-8s 
(n=11) 2,67±3,54        

 

        Media ± DE; ¤ p<0.05: Resultado estadísticamente significativo respecto del grupo CS-8s. 

 

Tabla 16: Circulación colateral portosistémica en r atas con colestasis microquirúrgica   en 
las series IV, V y VI: Areas paraesofágica (CPE), esplenorrenal (CER), y pararrectal (CPR) C-2s:  
Colestasis microquirúrgica y sacrificio a las 2 semanas de p.o. CS-5s: Colestasis microquirúrgica 
con administración de suero salino y sacrificio a las 5 semanas de p.o. CCM-5s: Colestasis 
microquirúrgica con administración  de células madre prediferenciadas a hepatocitos  y sacrificio a 
las 5 semanas de p.o. CS-8s: Colestasis microquirúrgica con administración de suero salino y 
sacrificio a las 8 semanas de p.o. CCM-8s: Colestasis microquirúrgica con administración de 
células madre prediferenciadas a hepatocitos  y sacrificio a las 8 semanas de p.o.    
 

CPE CER CPR 
GRUPO 

n % n % n % 

 C-2s 
(n=8) 

7 87,5 5 62,5 5 62,5 

CS-5s 
(n=11) 

10 90,9 11 100* 9 81,8 

CCM-5S 
(n=11) 

9 81,8 8 72,7* 7 63,6 

CS-8s 
(n=7) 

7 100 7 100* 7 100 

CCM-8s 
(n=11) 

11 100 11 100* 11 100 

 
                          *p<0.05: Valor estadísticamente significativo respecto de CS-2s. 
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Tabla 17: Vasculopatía venosa mesentérica  de grado 0 (ausente), grado I (secundaria 
al clampaje de la vena mesentérica superior) y grado II (espontánea) en los grupos de 
ratas con colestasis microquirúrgica de las series IV, V y VI.: C-2s:  Colestasis 
microquirúrgica y sacrificio a las 2 semanas de p.o. CS-5s: Colestasis microquirúrgica 
con administración de suero salino y sacrificio a las 5 semanas de p.o. CCM-5s: 
Colestasis microquirúrgica  con administración de células madre prediferenciadas a 
hepatocitos  y sacrificio a las 5 semanas de p.o. CS-8s: Colestasis microquirúrgica con 
administración de suero salino y sacrificio a las 8 semanas de p.o. CCM-8s: Colestasis 
microquirúrgica con administración de células madre prediferenciadas a hepatocitos  y 
sacrificio a las 8 semanas de p.o.    

 

GRADO 0 GRADO I GRADO II 
GRUPO 

n % n % n % 

C-2s 
(n=8) 

2 25 6 75 0 0 

CS-5s 
(n=11) 

3 27,3 8 72,7 0 0 

CCM-5S 
(n=11) 

3 27,3 8 72,7 0 0 

CS-8s 
(n=7) 

0 0 7 100 0 0 

CCM-8s 
(n=11) 

0 0 11 100 0 0 

 
 
 
 
 
 

Tabla 18:  Peso corporal inicial (PCI;g), peso corporal final (PCF;g), e incremento de peso 
corporal (∆PC; g) en los grupos de ratas con colestasis microquirúrgica : C-2s:  Colestasis 
microquirúrgica y sacrificio a las 2 semanas de p.o. CS-5s: Colestasis microquirúrgica 
con administración de suero salino y sacrificio a las 5 semanas de p.o. CCM-5s: 
Colestasis microquirúrgica con administración de células madre prediferenciadas a 
hepatocitos  y sacrificio a las 5 semanas de p.o. CS-8s: Colestasis microquirúrgica con 
administración de suero salino y sacrificio a las 8 semanas de p.o. CCM-8s: Colestasis 
microquirúrgica con administración  de células madre prediferenciadas a hepatocitos  y 
sacrificio a las 8 semanas de p.o.)   
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GRUPO PCI 
(g) 

PCF 
(g) 

∆∆∆∆PC 
(g) 

CS-2s 
(n=8) 

362,81 
+/- 

24,81 

336,88 
+/- 

23,48 

-25,94 
+/- 

 19,13 

CS-5s 
(n=11) 

274,63*** 
+/- 

22,76 
 

282,55* 
+/- 

29,42 
 

7,73 
+/- 

23,76 
 

CCM-5S 
(n=11) 

278,53*** 
+/- 

28,32 
 

264,23** 
+/- 

32,64 
 

-20,41 
+/- 

35,37 
 

CS-8s 
(n=7) 

269,28*** 
+/- 

32,04 
 

287,21* 
+/- 

45,61 
 

29,29**●● 
+/- 

37,26 
 

CCM-8s 
(n=11) 

291,75*** 
+/- 

32,76 
 

316,64● 
+/- 

64,43 
 

21,91*● 
+/- 

52,66 
 

 

Media ± DE; *p<0.05; **p<0,01; ***p<0.001: Valor estadísticamente significativo respecto 
de CS-2s; ●p<0.05; ●●p<0.01: Resultado estadísticamente significativo respecto de 
CCM-5s 

 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 19:  Peso hepático (PH;g) y  Relación peso hepático / pe so corporal  x 100 
(PH/PC; %) en ratas con colestasis microquirúrgica C-2s:  Colestasis microquirúrgica y 
sacrificio a las 2 semanas de p.o. CS-5s: Colestasis microquirúrgica con administración 
de suero salino y sacrificio a las 5 semanas de p.o. CCM-5s: Colestasis microquirúrgica 
con administración de células madre prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 5 
semanas de p.o. CS-8s: Colestasis microquirúrgica con administración de suero salino y 
sacrificio a las 8 semanas de p.o. CCM-8s: Colestasis microquirúrgica con administración 
de células madre prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 8 semanas de p.o.    
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GRUPO PH PH/PC 
x100 

C-2s 
(n=8) 

 
16,89¤¤● 

+/- 
0,94 

 

5,03¤¤¤ 
+/- 

0,41 

CS-5s 
(n=12) 

 
 14,62¤¤¤ 

+/- 
4,11 

 

 
 5,15¤¤¤ 

+/- 
1,27 

 

CCM-5S 
(n=11) 

12,41¤¤¤ 
     +/- 
    4,84  

5,23¤¤¤ 
     +/- 
    1,20  

CS-8s 
(n=7) 

  23,36 
    +/- 
   3,43  

    8,20 
     +/- 
    1,05  

CCM-8s 
(n=11) 

17,95¤¤● 
     +/- 
    5,42  

5,74¤¤¤ 
    +/- 
   1,59  

 

Media ± DE; ¤¤ p<0,01; ¤¤¤ p<0.001: Valor estadísticamente significativo respecto de 
CS-8s; ● p<0.05: Resultado estadísticamente significativo respecto de CCM-5s 
 
 
Tabla 21:  Peso esplénico (PE;g), Relación peso esplénico / peso corporal x 100 (PE/PC; 
%) en ratas con colestasis microquirúrgica C-2s:  Colestasis microquirúrgica y sacrificio a 
las 2 semanas de p.o C-2s:  Colestasis microquirúrgica y sacrificio a las 2 semanas de 
p.o. CS-5s: Colestasis microquirúrgica con administración de suero salino y sacrificio a 
las 5 semanas de p.o. CCM-5s: Colestasis microquirúrgica con administración de células 
madre prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 5 semanas de p.o. CS-8s: 
Colestasis microquirúrgica con administración de suero salino y sacrificio a las 8 
semanas de p.o. CCM-8s: Colestasis microquirúrgica con administración de células 
madre prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 8 semanas de p.o.    
 

GRUPO PE 

 
PE/PC 

(%) 
 

C-2s 
(n=8) 

       1,09 
+/- 

0,12 

0,32 
+/- 

0,04 

CS-5s 
(n=12) 

1,47 
+/- 

0,52  

  0,51** 
+/- 

0,15  

CCM-5S 
(n=11) 

1,27 
+/- 

0,32  

 0,48* 
+/- 

0,12  

CS-8s 
(n=7) 

 1,65* 
+/- 

0,18  

0,58*** 
    +/- 
   0,11  

CCM-8s 
(n=11) 

1,45 
+/- 

0,65  

0,46* 
+/- 

0,19  
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Media ± DE; *p<0.05; **p<0,01; ***p<0.001: Valor estadísticamente significativo respecto 
de CS-2s. 

 
 

Tabla 22:  Peso testicular bilateral (PT;g) Y  Relación peso testicular / peso corporal x 100 
(PT/PC; %) en ratas con colestasis microquirúrgica. C-2s:  Colestasis microquirúrgica  y 
sacrificio a las 2 semanas de p.o. CS-5s: Colestasis microquirúrgica  con administración 
de suero salino y sacrificio a las 5 semanas de p.o. CCM-5s: Colestasis microquirúrgica  
con administración de células madre prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 5 
semanas de p.o. CS-8s: Colestasis microquirúrgica con administración de suero salino y 
sacrificio a las 8 semanas de p.o. CCM-8s: Colestasis microquirúrgica  con 
administración de células madre prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 8 
semanas de p.o.    
 
 
 

GRUPO PT PT/PC 
(%) 

C-2s 
(n=8) 

     3,18 
      +/- 
     0,22 

     0,95 
      +/- 
     0,09 

CS-5s 
(n=12) 

   2,44* 
    +/- 
   0,49  

   0,86¤ 
    +/- 
   0,14  

CCM-5S 
(n=11) 

  2,16** 
   +/- 
  0,58  

   0,81 
    +/- 
   0,17  

CS-8s 
(n=7) 

  1,85*** 
   +/- 
   0,94  

  0,64** 
   +/- 
  0,32  

CCM-8s 
(n=11) 

   2,55 
    +/- 
   0,98  

   0,78 
    +/- 
   0,24  

 
Media ± DE; *p<0.05; **p<0,01; *** p<0.001: Valor estadísticamente significativo respecto 
de CS-2s; ¤p<0.05: Resultado estadísticamente significativo respecto de CS-8s 
 

 
 

Tabla 23:  Concentraciones séricas de Bilirrubina Total (BT; mg/dl) y Bilirrubina Directa (BD; mg/dl), 
AST (U/L), ALT (U/L),  LDH (U/L) , FA(U/L) y GGT ((U/L) en  grupos de ratas con colestasis 
microquirúrgica  C-2s:  Colestasis microquirúrgica y sacrificio a las 2 semanas de p.o. CS-5s: 
Colestasis microquirúrgica con administración de suero salino y sacrificio a las 5 semanas de p.o. 
CCM-5s: Colestasis microquirúrgica con administración de células madre prediferenciadas a 
hepatocito  y sacrificio a las 5 semanas de p.o. CS-8s: Colestasis microquirúrgica con 
administración de suero salino y sacrificio a las 8 semanas de p.o. CCM-8s: Colestasis 
microquirúrgica  con administración  de células madre prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a 
las 8 semanas de p.o.    
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GRUPO BT 
(mg/dl) 

BD 
(mg/dl) 

AST 
(U/L) 

ALT 
(U/L) 

LDH 
(U/L) 

FA 
(U/L) 

GGT 
(U/L) 

C-2s 
(n=8) 

13,15 
± 

1,34 

7,93 
± 

0,74 

259,13 
± 

68,65 

88,75 
± 

25,36 

849,33 
± 

762,24 

111,62 
± 

31,89 

12,50 
± 

4,66 

CS-5s 
(n=11) 

7,10 
± 

2,72 

3,93 
± 

1,95 

263,00 
± 

110,83 

54,40 
± 

29,35 

1442,36 
± 

1218,91 

14,90 
± 

11,41 

18,50 
± 

5,76 

CCM-5S 
(n=10) 

7,00 
± 

2,49 

3,66 
± 

1,72 

209,11 
± 

57,41 

41,22 
± 

22,94 

1159,68 
± 

895,72 

14,63 
± 

18,08 

17,11 
± 

7,41 

CS-8s 
(n=4) 

8,59 
± 

0,80 

5,14 
± 

0,62 

273,50 
± 

149,39 

34,50 
± 

18,45 

1487,45 
± 

2076,35 
- 

52,50 
± 

21,86 

CCM-8s 
(n=10) 

7,68 
± 

5,26 

4,17 
± 

3,05 

277,43 
± 

195,63 

46,29 
± 

36,73 

1050,71 
± 

1536,71 
- 

31,57 
± 

19,70 

 
 

Tabla 24 . Concentraciones séricas de ácidos biliares (Ac. Bil; µmol/L), creatinina (Cr; mg/dl), 
albúmina (Alb;g/dl) y proteínas totales (PT;g/dl) en grupos de ratas con colestasis microquirúrgica 
C-2s:  Colestasis microquirúrgica y sacrificio a las 2 semanas de p.o. CS-5s: Colestasis 
microquirúrgica con administración de suero salino y sacrificio a las 5 semanas de p.o. CCM-5s: 
Colestasis microquirúrgica con administración de células madre prediferenciadas a hepatocito  y 
sacrificio a las 5 semanas de p.o. CS-8s: Colestasis microquirúrgica con administración de suero 
salino y sacrificio a las 8 semanas de p.o. CCM-8s: Colestasis microquirúrgica con 
administración de células madre prediferenciadas a hepatocito  y sacrificio a las 8 semanas de 
p.o.    
 
 

GRUPO Ac bil 
(µmol/L) 

Cr 
(mg/dl) 

Alb 
(g/dl) 

PT 
(g/dl) 

C-2s 
(n=8) 

133,92 
± 

20,45 

0,53 
± 

0,08 

2,12 
± 

0,19 

4,75 
± 

0,52 

CS-5s 
(n=11) 

51,24 
± 

29,75 

0,51 
± 

0,07 

1,83 
± 

0,46 

4,76 
± 

1,29 

CCM-5S 
(n=10) 

33,31 
± 

18,51 

0,51 
± 

0,04 

1,73 
± 

0,33 

4,35 
± 

0,99 

CS-8s 
(n=4) 

37,17 
± 

14,41 

0,52 
± 

0,10 

1,60 
± 

0,30 

3,90 
± 

0,71 

CCM-8s 
(n=10) 

56,37 
± 

14,11 

0,55 
± 

0,05 

2,01 
± 

0,38 

4,83 
± 

0,87 
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